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Glosario de términos

Aducto: un aducto de DNA es un
segmento de DNA unido a un

compuesto toxico.

Atresia: Ausencia congénita de un
orificio o estrechamiento de un
conducto natural de un organismo.
Ciclofosfamida: Medicamento
indicado para tratar pacientes con
severa depresién en la funcién

celular 6sea.

Citostético: Sustancia que inhibe
el desarrollo y multiplicacién de las

células.

Cromoforo: Un croméforo es la
parte o conjunto de atomos de una

molécula responsable de su color.

Cuerpo calloso: estructura que
se encuentra en lo profundo del
cerebro y que conecta los
hemisferios cerebrales derecho e
izquierdo.

Diseritropoyesis: Formacion

anormal de eritrocitos.

Disgenesia:  Malformacion o
formacion anormal congénita de
un érgano.

Disqueratosis congénita:
Desorden genético

multisistémico.

E3: Las enzimas E3 funcionan
como los centros de
reconocimiento del sustrato del

sistema de ubiquitinacion.

Edicion genética: técnica que
permite cambiar, afiadir o quitar
segmentos de DNA para modificar
de forma precisa su secuencia,
cambiando asi las caracteristicas

de un organismo.

Exoma: es la parte del genoma
formado por los exones, los
fragmentos de DNA que se
transcriben para dar lugar a las

proteinas.

Ex vivo: se refiere a los
experimentos o] medidas
realizados en o sobre tejidos

biol6gicos de un organismo en un



ambiente artificial fuera del

organismo.

Grupo de complementacién:
Cuando dos genes de un
organismo con diferentes
mutaciones recesivas
homocigotas producen el mismo

fenotipo mutante.

Malformacion de Arnold-Chiari,
desorden neurolégico
caracterizados por alteraciones
dentro de las regiones del
cerebelo, tallo cerebral y la union
craneocervical; resultando en un
desplazamiento inferior del
cerebelo hacia el canal espinal.

Mitofagia: Proceso de autofagia

de las mitocondrias.

Mitégeno: Sustancia que estimula

la proliferacion celular.

Mosaicismo somatico: es una
alteracion en la que, en un mismo
individuo, coexisten dos o mas
poblaciones de células con distinto

genotipo

Nistagmo: movimiento
involuntario, rapido y repetitivo de

los ojos.

Oncogen: Gen que induce a la

formacién de cancer en una célula.

Ortolégico: Cualquiera de dos o
mas secuencias de genes
homologos encontrados en
diferentes especies relacionadas

por descendencia lineal.

Oximetolona: Esteroide
anabolizante: Favorece los
procesos de construccion de los
tejidos corporales y revierte los
procesos catabdlicos.

Paralogo: Las secuencias
homologas se dicen paralogas si
las mismas se hallan separadas

por un evento de duplicacion.

Prednisona: Farmaco que
interacciona  con  receptores
citoplasméticos intracelulares
especificos, que interactia con
secuencias especificas de DNA,
que estimulan o reprimen la
trascripcion génica de ARNmM

especificos.

Protedmica: Rama de Ia
biotecnologia relacionada con la

aplicacion de las técnicas de



biologia molecular, bioquimica y
genética para analizar la
estructura, funcion e
interacciones de las proteinas
producidas por los genes de una

célula, tejido u organismo en

particular.
Primer (oligonucleodtido
iniciador): secuencia corta

(generalmente RNA) que se
sintetiza a partir de la enzima
primasa en la forma de
primosoma, utilizando como
templado cada una de las hebras

del DNA que se autoduplicaran.

Ptosis: descenso permanente del

parpado superior.

RUNX1: Factor de transcripcion
gue regula la diferenciacion de las

células hematopoyéticas.

Septum pellucidum: es un
delgado tabique medial de
morfologia triangular, formado por
dos ladminas nerviosas adheridas
que se localizan ente el cuerpo

calloso y el trigono

Sitio abasico: que no tiene una
base purina ni pirimidinica (falta de

una base), ya sea debido a

causas espontaneas o debido al
dafo del DNA.

Transcriptoma: es el conjunto de
MRNA (o0 transcritos) que estan
presentes en la célula en un

momento determinado.

Ubiquitinacion: la adicion de una
o varias moléculas de ubiquitina,
una proteina pequefia, de manera
covalente a proteinas blanco en

residuos de lisina.



[I. Abreviaturas

AF: Anemia de Fanconi
CF: Complejo nuclear Fanconi.
CPDs: Dimeros de ciclobutano.

CRISPR/CAS9: sistema natural de

inmunidad adaptativa de algunas
bacterias que consiste en repeticiones
palindrémicas en el material genético y
una enzima que hace cortes especificos

en el mismo material.

CMH: Células madre hematopoyéticas

BLM: Gen mutante responsable del
sindrome de Bloom, por la ausencia de la

proteina.

DEB: Diepoxibutano.

FAAP: Polipeptidos asociados a la
anemia de Fanconi.

HLA: Antigeno leucocitario humano.

ICLs:Interstrand crosslinks o]
entrecruzamientos de DNA.

LD: Cuerpos lipidicos
MMC: Mitomicina C.

MMR: Reparaciéon de apareamientos
erroneos.

MSH2-MSH6: gen humano que se
encuentra situado en el brazo corto del
cromosoma 2, codifica para el complejo

MMR (para reparacion del DNA).

NER: Reparacion por escision de
nucleotidos.

RLO: Radicales libres de oxigeno.

RLN: Radicales libres de nitrégeno

SSBs: Single strain breaks o rupturas de
cadena simple

TNF: Tumor necrosis factor o Factor de
necrosis tumoral.

UV: Ultravioleta
VACTERL: Acronimo de (V) vertebral
abnormalities (A) anal atresia (C) cardiac

defects (TE)

abnormalities, including atresia, stenosis

tracheal-esophageal

and fistula (R) renal and radial
abnormalities (L) (non-radial) limb

abnormalities.



I1l. Introduccién

La anemia de Fanconi (AF) es la forma genética mas comun de anemia aplésica, un
trastorno recesivo caracterizado por una pancitopenia progresiva, diversas anomalias

congeénitas y una predisposicion a la malignidad (rockfelier university, 2015).

La anemia de Fanconi es una enfermedad hereditaria causada por multiples mutaciones
genéticas que producen malformaciones, baja estatura, entre otras caracteristicas fisicas y
fallo medular, ademés de fragilidad cromosomica (sensibilidad a mitomicina C o
diepoxibutano (DEB)), caracteristica en la cual se ha basado el diagnéstico diferencial de
la anemia de Fanconi durante mucho tiempo. El diagnéstico parecia relativamente sencillo,
desde que se descubrié la enfermedad se establecieron las caracteristicas clinicas y
hematolégicas de los pacientes con anemia de Fanconi, en los casos mas severos se
sospecha de la enfermedad por el aspecto fisico de los pacientes desde muy corta edad. A
partir de que se han desarrollado nuevas técnicas de biologia molecular para la
caracterizaciébn genética, se han descubierto multiples mutaciones causantes de las
manifestaciones de la enfermedad, actualmente se sabe que son por lo menos 23
mutaciones las responsables, generalmente son de herencia autosémica recesiva, sin
embargo, en ocasiones pueden ser de herencia dominante ligada al cromosoma X. Los
genes Fanconi se han nombrado con el prefijo “FANC” y cada una de las proteinas
codificadas por estos genes son parte de la “via Fanconi”, cuya funcién es proteger al DNA
de la formacion de enlaces cruzados y repararlos, por lo que las alteraciones en dichos
genes producen defectos graves en la hematopoyesis, provocando el fallo medular que es

bien conocido en esta enfermedad.

Los estudios mas recientes se enfocan en la caracterizacion genética de los pacientes con
anemia de Fanconi, y su objetivo es detectar la o las mutaciones que presenta cada
paciente, ya que es esencial para aplicar nuevas terapias en desarrollo como la terapia
génica con endonucleasas modificadas o la edicion genética. Aunque hasta la fecha dichas
terapias no han podido probarse en humanos, los estudios con pequefias especies de
animales de laboratorio han sido muy Utiles para dar una nueva perspectiva sobre la terapia

génica.



V.

General

Objetivos

Describir la fisiopatologia y las caracteristicas hematoldgicas, moleculares y clinicas de la

anemia de Fanconi mediante una busqueda bibliohemerogréfica-electrénica, con la

finalidad de brindar una revisién completa y actualizada que permita comprender mejor esta

enfermedad y asi optimizar el diagnéstico.

Particulares

Especificar las caracteristicas hematoldgicas, clinicas y moleculares que definen
a la anemia de Fanconi.

Informar sobre las investigaciones mas recientes que se han llevado a cabo
acerca de los mecanismos moleculares de la anemia de Fanconi, para dar a
conocer una nueva perspectiva sobre los tratamientos potenciales de la
enfermedad.

Explicar la relacion de la anemia de Fanconi con la predisposicion de los
pacientes a presentar otras enfermedades.



V. Justificacion

Diversas investigaciones se han realizado en torno a la Anemia de Fanconi, el avance en
la técnicas de biologia molecular ha permitido obtener un panorama méas amplio sobre la
fisiopatologia, diagnostico y tratamiento de esta enfermedad, sin embargo, hasta la fecha
no se ha llevado a cabo una integracion que permita recabar y actualizar toda la informacion
relacionada con la Anemia de Fanconi, por lo que esta revisién bibliohemerografica
electrénica permitira brindar al personal de la salud una nueva perspectiva acerca de la
enfermedad, y los mecanismos genéticos involucrados, asociando la patologia a las

complicaciones que en ella se pueden presentar.



1. Generalidades de la Anemia de Fanconi

1.1 Definicion, historiay epidemiologia

La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad hereditaria que causa falla medular, esta
asociada con defectos en el desarrollo de mdultiples érganos, malformaciones congénitas y
predisposicion a ciertos tipos de cancer (ran, 2017). ES una enfermedad de tipo autosomica
recesiva (la mayoria de las veces, ya que en ocasiones puede estar asociada al cromosoma
X), pertenece al grupo de anemias aplasicas que se presentan en la infancia, siendo una

de las mas frecuentes (iler, 2007).

En 1927 el pediatra suizo Guido Fanconi, describio por primera vez la enfermedad en tres
hermanos con diferentes malformaciones congénitas, quienes presentaban astenia,
infecciones de repeticién y sangrados espontaneos debido a deficiencias funcionales en la
médula 6sea. En la figura 1 se muestra una ilustracion y esquema de las primeras

investigaciones de Guido Fanconi.

La entidad hematolédgica que describidé en aguel entonces ahora lleva su nhombre: la anemia
de Fanconi, también conocida como anemia perniciosiforme infantil familiar o panmielopatia

familiar.

| Félle von Fanconi (1926)

t +
T : 0 | t
Lhhbd ddbda
+ t ”T_YJ
Ommm’
mo
@

Figura 1. Imagen original de una lectura de Guido Fanconi mostrando dos de los
tres primeros pacientes con anemia de Fanconi y su arbol familiar (extraido de
“Guido Fanconi (1892-1979): a jack of all trades” en Nature reviews, 2006).
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En 1964 se describié por primera vez la presencia de aberraciones cromosomicas
espontaneas en sangre de pacientes afectados con panmielopatia familiar (obit, 2006). Entre
1964 y 1976 Schroeder y col. comprobaron que las observaciones de Fanconi en aquellos
pacientes se debian a anomalias cromosémicas, identificando a la anemia de Fanconi cCOmo
una enfermedad asociada a la herencia autondémica recesiva (schroeder, 1971). TI€EMPO después
Schuler y col. en 1969 incorporaron al diagnostico de esta patologia, la provocaciéon de
fragilidad cromosdmica mediante la exposicion a agentes alquilantes; La sangre se cultiva
en un tubo de ensayo para provocar el crecimiento y la proliferacién de los linfocitos, uno
de los muchos tipos celulares presentes en la sangre. Para aumentar la fiabilidad del estudio
cromosémico, se afiade diepoxibutano (DEB) o la mitomicina C (MMC) que rompen los
cromosomas. Auerbach, en 1985, lleg6é a establecer el diagndstico prenatal, el cual es
posible mediante un ensayo de ruptura cromosémica inducida por DEB y actualmente con

un estudio molecular si la mutacion es conocida spez, 1993).

La existencia de heterogeneidad genética en AF fue demostrada al principio de los afios
ochenta por el trabajo de Manuel Buchwald y Karl Sperling, quienes usaron un enfoque de

fusién celular.

Duckworth-Risiecky y colaboradores reportaron la existencia de dos grupos de

complementacion de AF (“A” y “no A”) en 1985 (cueiderikh et al, 2017).

Mas tarde, en 1992, se publicaron dos manuscritos, en el primero se reconocia que el grupo
“no A” era heterogéneo, ensamblando tres grupos de complementacion B, C y D, en 1997

se establecieron en total 8 grupos, de la A ala G (statdhee, 1992).

En 2003 el trabajo de Meetei hizo dar un gran salto: Weidong Wang y colaboradores
purificaron en Estados Unidos un complejo molecular de BLM (BLM es un gen asociado a
la via Fanconi y otras vias de reparacién del cual se hablard mas adelante), que contiene
dos grupos de proteinas separables por concentracion salina: las proteinas asociadas a
BLM (BLMAP) y los polipéptidos asociados a la anemia de Fanconi (FAAP). El trabajo de
Meetei y sus colaboradores también proporcioné la primera indicacion de que al menos

algunas de las proteinas FANC trabajan juntas dentro de un complejo molecular (i, 2009).

Finalmente, treinta afios después del descubrimiento de que el gen para FA-D1 es BRCA2,
BRCAL1 también obtuvo el acronimo FANC para su identificacion en un paciente que cuenta
con las mutaciones y el fenotipo celular (sawyer, 2015. A continuacion se muestra un esquema

para ilustrar los eventos importantes en una linea del tiempo.
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Figura 2. Linea del tiempo del descubrimiento de las proteinas involucradas en la
via Fanconi desde 1992 hasta 2016 (Gueiderikh et al, 2017).

Algunos grupos de complementacion se determinaron mediante experimentos de fusion
celular o mediante la correccion de defectos en la fase G2/M del ciclo celular o la
hipersensibilidad de las células de un paciente por transduccion con vectores retrovirales
gue contienen el DNAc (DNA complementario) normal (i, 2009). Otros se descubrieron con el
método de clonacion de DNA complementario, la cual es una técnica de biologia molecular
en el cudl tipicamente, se inserta un gen blanco en un fragmento circular de DNA llamado

PlAsmido (swrathdee, 1992).

Las alteraciones en el niumero y/o funcién de las células inmaduras pluripotenciales, de las
células progenitoras hematopoyéticas o del micro ambiente medular, conducen al desarrollo
de un grupo especifico de sindrome clinicos conocidos como Sindromes De Falla Medular.
Estos sindromes pueden ser hereditarios o adquiridos, manifestdndose en diversas etapas
de la vida
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En nuestro pais, recientes estudios realizados en la poblacién pediatrica en hospitales del
IMSS en la Ciudad de México informan que cada afio se diagnostican 4.8 casos nuevos de
sindrome de falla medular por millon, en menores de 15 afios y 4.1 casos por millbn en
mayores de 15 afios (enitez. 2002). ENtre las causas mas frecuentes (Tabla 1) la anemia de
Fanconi es la mas comun de las enfermedades hereditarias que causa anemia aplasica y
se asocia con defectos en el desarrollo y predisposicion a cancer (snim, 2017) Y afecta a
1:360000 nacimientos. Se considera heterocigota en el 0.5% de la poblacion, aunque hay
variabilidad étnica (es mas frecuente en algunos grupos judios y africanos). La proporcion
entre hombres y mujeres es de 3:1. Se han reportado casos de mutaciones de novo en

pacientes con padres no consanguineos (i 2o1s).

Etiologia de Anemia Aplasica

Anemia de Fanconi
Anemia de Diamond-Blackfan

Sindrome de Shwachman-Diamond

Adquiridas

[diopatica
Farmacos
[nfeccién por virus de la hepatitis
Benzeno
Radiaciones
Citotoxicidad por quimioterapia
Tabla 1. Causas de anemia aplasica. La anemia de Fanconi es la mas comun de las

causas hereditarias.

La incidencia global de este trastorno al momento del nacimiento es de aproximadamente
3 por un millén de nacidos, sin embargo, es una cifra variable, debido a que la distribucion
de los genes que presentan mutacion es diferente, segin la poblacion que se esté
estudiando, y el nimero de pacientes con AF no estd documentado en muchos paises
(Rosenberg, 2003), POr 10 que la anemia de Fanconi (AF) puede alcanzar frecuencia de incluso 1

por 181 individuos en algunos grupos étnicos (knies, 2017).

Aunque es principalmente una enfermedad pediétrica, los pacientes con AF adultos (>18

afos) representan actualmente una proporcion creciente dentro de la poblacion que la
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padece, esto no significa que la frecuencia haya aumentado en la poblacién adulta, mas
bien, el aumento de la incidencia se atribuye a que los pacientes portadores de esta
enfermedad no eran diagnosticados adecuadamente, por lo que el desarrollo de nuevas
técnicas de biologia molecular ha permitido identificar a pacientes con AF de todas las

edades y en consecuencia las cifras de los adultos que la padecen ha aumentado (tores, 2016).

Es relativamente comun en todos los grupos étnicos en todo el mundo. Tiene una incidencia
estimada de 1 en 360,000 nacimientos vivos y una frecuencia de portadores de
aproximadamente 1 en 181, la AF es relativamente poco comun y puede ser dificil de
diagnosticar debido a que los pacientes presentan una amplia variedad de sintomas (vamrak,
2017).. ES mas comun en Judios Ashkenazi y Afrikaans de Sudafrica con una frecuencia de 1
en 89y 1 en 83 respectivamente (siddiqui, 2019).

Existen escasas investigaciones sobre la epidemiologia de la Anemia de Fanconi en
México, sin embargo, se estudian los pocos casos que se presentan, por lo cual se sabe
gue sus caracteristicas son similares a las reportadas en pacientes de otras partes del

mundo.

2. Fisiopatologia

El proceso a través del cual se generan las células de la sangre se denomina
hematopoyesis y ocurre bajo condiciones muy especificas en el interior de los huesos, en
la médula 6sea, se inicia a partir de un precursor medular pluripotente con capacidad
autorregenerativa y diferencial a distintas lineas hematopoyéticas. La lesion en dichas
células germinales, bien por accion directa (inmunolégica, téxica o idiopéatica) o por
alteracion en el microambiente estromal medular en donde se asienta (infecciones, toxicos,
infiltraciones neoplasicas) condicionara la aparicién de una anemia arregenerativa que se
acompafa de disminucion del resto de elementos formes de la sangre (spez 2004). La anemia
de Fanconi es una anemia arregenerativa, pues en ella se presenta una deficiencia
cuantitativa global de la funcion hematopoyética que lleva a una pancitopenia medular y
periférica causada por defectos en las vias de reparacion del DNA. Las mutaciones en
cualquiera de los genes responsables de éstas vias conduciran a errores en la reparacion

del DNA e hipersensibilidad a agentes citostéticos.
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En el esquema siguiente se puede observar el desarrollo normal de la hematopoyesis,
desde las células madre hasta las células maduras que se encuentran en la sangre
circulante y otros tejidos, cuando se presentan mutaciones de Fanconi este desarrollo se
ve afectado de tal manera que puede llegar a provocar hipoplasia en todas las lineas

celulares de la hematopoyesis y por lo tanto, falla medular.

= Cel
grec:glea:itoras - i Saen::?neas
precursoras s - A,

B - Eritrocitos

» Plaquetas

/ CFU-GEMM —
~N » Eosinéfilos
Neutrofilos

Célula madre

# Monocitos

- Linfocito T

+ Linfocito B

Figura 3. Esquema de las principales vias de diferenciacién en la hematopoyesis

humana (isulio, 199)

Las perturbaciones de vias celulares clave, como las vias de sefializacion, el mantenimiento
de los telomeros, la biogénesis de los ribosomas, la apoptosis y la respuesta/reparacion del
dafio al DNA, se han observado en los trastornos de falla medular, lo que permite conocer
el papel que desempefian estos mecanismos en la biologia celular normal (anmed, 2009). NOS

enfocaremos en el mecanismo de dafio y
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reparacion del DNA porque se sabe que la Anemia de Fanconi es ocasionada por defectos

en estas vias.

2.1 Dano al DNA

El DNA celular esta continuamente expuesto a niveles elevados de estrés genotdxico, por
lo que constantemente ocurren modificaciones en el material genético de cada una de
nuestras células, lo cual indica que la molécula de DNA es constantemente agredida y
alterada por distintos factores. Este estrés puede ser causado tanto por agentes
ambientales externos como la luz ultravioleta, los compuestos quimicos y las radiaciones
ionizantes (caien, 2005, COMO por diversos procesos metabdlicos endégenos, que producen
radicales libres de oxigeno (RLO) y nitrégeno (RLN) altamente reactivos, que alteran bases
y atacan directamente el DNA (cardona, 2014).

Los dafios en el DNA pueden generar cambios en la expresion de genes, crecimiento celular

e incluso tumores.

2.2 Tipos de lesiones

Existen distintos tipos de lesiones, resultado de la accién de diferentes compuestos o

mecanismos sobre el DNA.

a) Las alquilaciones son un tipo de dafio producido como su propio nombre indica, por
compuestos quimicos alquilantes que sustituyen un grupo alquilo, amino o ceto por
un &tomo de hidrégeno en compuestos organicos, preferiblemente DNA. El principal
efecto es el de un incorrecto apareamiento entre las bases o la produccion de
rupturas espontaneas. Cuando se trata de agentes alquilantes multifuncionales,
provocan la aparicién de uniones cruzadas entre las dos cadenas de DNA, lo cual
impide que se separen correctamente durante la replicacion o la transcripcion.
Algunos ejemplos bien estudiados de agentes alquilantes son el busulfan, la
ciclofosfamida y la carmustina.

b) Una de las principales fuentes de dafio en el DNA es la radiacion ultravioleta (UV)
de la luz solar. El efecto basico que causa la luz UV es la formacion de dimeros de
timina entre bases adyacentes dando lugar a dimeros de ciclobutano (CPDs) y

fotoproductos 6-4 (formados por dimeros pirimidina-pirimidina). Estas lesiones
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interfieren en el apareamiento normal de las bases, pueden causar la distorsion de
la hélice de DNA, el blogueo de la replicacién y transcripcion, huecos en la hebra de
DNA e incorporaciones erroneas de bases. Entre las bases modificadas por estos
radicales, la 7,8- dihidro-8-oxoguanina (8-oxodG) es la mas abundante, provoca un
mal apareamiento de bases y posee un conocido papel en mutagénesis y
carcinogeénesis (rortini et al., 2003)-

c) Las rupturas de cadena simple (SSBs) del DNA son lesiones que se producen
continuamente en nuestras células y aunque se pueden reparar muy eficientemente,
si el sistema de reparacion falla, durante la replicacion se pueden convertir en
rupturas de doble cadena, cuyos efectos son mucho mas graves. Las principales
fuentes causantes de SSBs son las especies reactivas de oxigeno, la propia
inestabilidad de la molécula del DNA, la radiacién UV y la radiacion ionizante. Otra
via de produccién de SSBs es mediante el proceso enzimatico que se lleva a cabo

durante la reparacién por escision de bases (caidecott et al., 2001).-

RLO

Inductores endégenos
de enlaces cruzados

Dafio exdégeno
Ceélula AF
Defectos en la reparacion del ADN

Anormalidades Falla medular
congénitas

Cancer

Figura 4. Patofisiologia de la anemia de Fanconi (Kee, 2012)

El estrés oxidativo es un factor importante en la progresion de la enfermedad. Varios
informes indican que las células AF, incluidas las células madre hematopoyéticas (CMH),

son hipersensibles al estrés oxidativo.

17



Se ha sugerido que los RLO podria dafiar el DNA y la incapacidad de las células madre
progenitoras hematopoyéticas de AF para reparar dicho dafio da lugar a una inestabilidad

gendmica exacerbada que conduce a la apoptosis y la transformacion maligna (o, 2008).

d) Las rupturas de doble cadena (DSBs) aparecen cuando las dos cadenas de la hélice
de DNA se rompen simultaneamente por dos lugares fisicamente cercanas. Una
correccion deficiente de estas lesiones puede provocar la delecién o insercién de
material genético, fragmentacion cromosomica, translocaciones y pérdidas

Cromosomicas (Morgan et al., 1998)-

La sobreproduccion de TNF desempefia un papel no solo en la sefial proapoptética que
suprime la actividad progenitora hematopoyética de FA, sino que también promueve la
transformacion leucémica de las células madre / progenitoras hematopoyéticas de FA, lo

gue conduce al fenotipo tipico de AF (py, 2008, COMO Se muestra en el siguiente esquema:
sobreproduccio
n de FNT alfa
ROSy
dafio al ADN

! |

NF-kB
JNKIp38

inestabilidad lapoptosis de
genomica células de la MO
miglodisplasia, falla medular
LKA
e -
Fenotipo AF

Figura 5. Obtenido del articulo “Oxidative stress in Fanconi anemia hematopoiesis and

disease progression. Antioxidants & redox signaling” (Du, 2018)

e) Los enlaces cruzados de DNA (ICLs) son lesiones que unen covalentemente dos
bases de cadenas complementarias de DNA. Estas lesiones estan formadas por

guimicos con dos grupos reactivos electrofilicos. La formacion de los ICLs es
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altamente dependiente de la secuencia porque dos grupos nucleofilicos en cadenas
opuestas deben ser alineadas geométricamente para permitir al agente bifuncional
reaccionar (ciauson, 2013 ESta union covalente de ambas cadenas impide su
separacion en procesos tan criticos como la replicacion o la transcripcion, con lo que
los efectos de estas lesiones pueden ser letales si permanecen sin reparar

(Datta, 2019)-

Se presume que la reparacién de enlaces cruzados ocurre por diferentes mecanismos
dependiendo de la fase del ciclo celular en que se presente (por ejemplo, si es dentro de la
replicacion del DNA o fuera de la fase S/G2) (ciauson, 2013). Sin embargo, hay estudios que
revelan interacciones entre las proteinas FANC y BLM, al parecer su funcién en conjunto
va mas alla del rescate de la fase S del DNA dafiado, a la proteccion de la estabilidad
cromosomica durante la mitosis (aim, 2009). Sin embargo, el papel de las proteinas de Fanconi
se puede extender a la fase M, especial en citocinesis; Estudios recientes sugieren que las
proteinas Fanconi proveen de un mecanismo para monitorear DNA sin reparar durante la

CitoCinesis (kee, 2012).

Algunos de los agentes inductores de enlaces cruzados més ampliamente estudiados son
la mitomicina C (MMC), el cis-platino, la nitrosourea y el diepoxibutano (DEB). Los ICLs son
s6lo una parte de los efectos de estos agentes (aunque son los mas toxicos), la mayoria de
los cuales producen otros aductos en el DNA como producto de su metabolismo intracelular
(Pristos et al., 1986). NOS enfocaremos en estas lesiones ya que las células de los pacientes con

AF son extremadamente sensibles a éstas lesiones.

La anemia de Fanconi representa un excelente modelo de enfermedad para estudiar la
respuesta al estrés oxidativo en células madre / progenitoras hematopoyéticas. Dado que
la falla medular y la leucemia rara vez se encuentran en otros sindromes de inestabilidad

genomica conocidos (pu, 2008)-

2.3 Mecanismos de reparacion del DNA

Como mecanismo de defensa frente a los ataques externos o de naturaleza endogena, el
organismo hace uso de un niumero de rutas que previenen los errores que se hayan podido
originar durante las funciones celulares basicas, reparan las lesiones producidas en nuestro

material genético o minimizan el efecto de las mismas. Las anomalias en estos
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procesos estan asociadas al desarrollo tumoral y el envejecimiento y pueden ser

responsables de distintos sindromes de mayor o menor gravedad.

De esta manera, cerca de 105 lesiones espontaneas por dia son inducidas en nuestros
genes, en donde los mecanismos de reparacion detectan dafios y perturbaciones durante
el crecimiento y divisién celular. Esto es posible gracias a las funciones especificas de
reconocimiento, correccion o eliminacion de dafios que asegura la integridad del genoma

(Cardona, 2014)-

Los mecanismos conocidos de reparacion de DNA se mencionan a continuacion.

2.3.1 Reparacion de apareamientos erroneos (MMR)

La principal funcién de este sistema es corregir los apareamientos erréneos entre bases
gue no mantengan el acoplamiento normal establecido por Watson y Crick. A través del
MMR se eliminan nucleétidos no dafiados pero que estdn mal apareados y se corrigen
estructuras secundarias del DNA tales como pequefios bucles y regiones no apareadas,
consecuencia del deslizamiento de la polimerasa durante la sintesis de DNA.

El reconocimiento de las bases erroneas y las regiones de DNA con pérdidas o inserciones
es realizado por un complejo llamado MutSa, posteriormente un dimero (MSH2-MSH6), se
une al sitio del apareamiento erroneo y el complejo MutL (MLH1 PMS2) en presencia de
ATP reconoce la secuencia de DNA hemimetilado generando un rompimiento de la cadena
(endonucleasa). El segmento lesionado es removido por la helicasa y la exonucleasa retira
la secuencia erronea, de esta forma la polimerasa resintetiza y la ligasa restaura los enlaces

fosfodiéster (cardona, 2019).

2.3.2 Reparacion por escision de bases (BER)

La reparacién BER es un mecanismo ubicuo que elimina del genoma las bases err6neas o
dafadas a causa de reacciones quimicas espontaneas, de la accion de especies reactivas
de oxigeno y numerosos agentes genotdxicos ambientales. En resumen, el sistema BER
se da en diversas etapas: escision de la base dafiada por parte de una glicosilasa, a
continuacion una endonucleasa crea una incisién en el esqueleto de DNA en el sitio abasico

(o sitio AP), se elimina este fragmento abasico, se lleva a cabo la sintesis
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de DNA para rellenar el hueco originado y, finalmente, se produce la ligacion de la cadena

(Fortini, 2003)-

2.3.3 Reparacion por escision de nucledtidos (NER)

Estas lesiones incluyen principalmente los fotoproductos inducidos por la luz UV y los
aductos derivados de productos quimicos inductores de enlaces cruzados chugh, et al., 2001).-
Un rasgo esencial de la ruta de reparacion NER es que actla de manera distinta en las
diferentes partes del genoma: la reparacion de los genes que se estan transcribiendo
activamente ocurre de manera preferente frente a aquellos que permanecen inactivos

(Balajee et al., 2000)-

Los pasos de los que consta NER son el reconocimiento de la lesién, incision a ambos lados
del dafio, degradacién de la cadena dafiada por parte de una endonucleasa seguido de la
eliminacion del fragmento lesionado por una exonucleasa, polimerizacion de la nueva

cadena y ligacion del fragmento recién sintetizado (voiker et at., 2001)-

2.3.4 Fotorreactivacion

Los efectos mutagénicos generados por la radicacion UV son invertidos por un proceso
llamado fotorreactivacion, catalizado por una fotoliasa, que posee dos cromoéforos que
captan un fotén, cuya energia es utilizada para revertir el dimero, es decir quiebra el enlace

covalente entre las pirimidinas reparando el dafio en el DNA (cardona, 2014).

2.3.5 Desmetilacion oxidativa

Este tipo de reparacién remueve dafios por metilaciones en el DNA que pueden ser
citotéxicas y con frecuencia presentan accibn mutagénica, causada por compuestos
nocivos que se producen de forma enddgena como estrés oxidativo, inflamacion,

peroxidacion de lipidos, infecciones y otros procesos metabdlicos naturales como la

alteracion de la microbiota intestinal.

2.3.6 Recombinacién homodloga
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La recombinacion homdloga (HR) es un sistema de reparacién muy preciso, conservado
evolutivamente y que, al contrario de lo que ocurre en mamiferos, en levaduras se da de
manera preferente frente a otros sistemas. Precisa de una segunda copia de DNA idéntica
gue actie como molde para restaurar la informacion genética perdida en la cadena dafada.
La HR engloba distintos mecanismos de actuacion, los cuales comparten el primer paso del
proceso consistente en la erosién de los extremos de la doble rupturas a cargo de
exonucleasas 5—3’ para producir un extremo de cadena sencilla en 3. De entre todos
ellos, el mas comun es la conversion génica. Aparte de su papel en la reparacién de rupturas
de doble cadena, la HR también desempefia un papel importante durante la replicacion, en
la reparacién de algunos de los errores que pudieran surgir de este proceso, cuando la
horquilla de replicacién encuentra un SSB que no ha sido reparado, o en la generacion de

diversidad genética y en la segregacién cromosoémica durante la MeIoSiS (Haber, 1999).

Dentro de este proceso intervienen otras proteinas exclusivas de eucariotas superiores
como son BRCA1 y BRCAZ2 (Pellegrini, 2002).

Brevemente, las etapas de las que consta son las siguientes: un primer paso en el que la
actividad exonucleasa 5’-3’ del complejo MRN degrada los extremos del DSB para dejar
expuestos los extremos 3’ en forma de simple cadena. A continuacion, RPA y RAD52
facilitan la formacion de un filamento nucleoprotéico de RAD51 (cuya translocacion nuclear
depende de BRCA2) en el que también pueden estar incluidos algunos de sus paralogos.
Con ayuda de RAD54, este filamento de cadena simple invade la hélice homoéloga que

servira como molde para la correcta re-sintesis del fragmento dafiado.

Finalmente, se forma una estructura de cadenas entrecruzadas conocida como el
intermediario de Holliday que corta y liga el proceso de reparacion de forma adecuada,

evitando rearreglos cromosomicos.

2.3.7 Unién de extremos no homologos (NHEJ)

El proceso de NHEJ (Non Homologous End Joining) en organismos superiores se da por
extremos no homologos, este tipo de reparacion permite la union de cadenas por sus
extremos, y no necesita de secuencia complementaria u homadloga para su union. El sitio

de corte es reconocido por un complejo heterodimero de dos proteinas KU70 y KU80, que
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protegen el DNA de la accién de exonucleasa y mantienen unidas las cadenas, pero es

Propenso a errores (cardona, 2014)-

2.3.8 Via Fanconi

Las proteinas de Fanconi son multifuncionales y participan directamente en vias
bioguimicas de sefializacion, que convergen en una respuesta protectora para la célula,
disminuyendo el dafio causado por la presencia de aldehidos enddgenos, estrés oxidativo,
inflamacién, mitofagia y virofagia (Bagby, 2018). Las proteinas que pertenecen a la via de
Fanconi se han nombrado con el prefijo FANC seguido de las letras: FANCA, FANCB,
FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL,

FANCN, FANCP, FANCQ, y FANCT de acuerdo a el lugar que ocupan en el complejo de

Fanconi (patta, 2019).

Las proteinas de la via Fanconi son altamente conservadas solo en vertebrados, por lo cual
el progreso al establecer sus funciones bioquimicas habia sido lento, hasta hace poco. Sin
embargo, mediante analisis genéticos comparativos se ha identificado un ortélogo de cada

uno de los 19 genes Fanconi en otros vertebrados (tius, 2006)-

Investigaciones en varios laboratorios sugieren que la reparacion de los ICLs en levaduras
es probablemente un proceso mas complejo, con un nimero mayor de proteinas de una

lista méas amplia de vias de reparacion clasica involucradas (pata, 2019).

2.4 Via de reparacion Fanconi

Cuando la horquilla de replicacién se encuentra con una estructura inusual en el DNA, se
detiene su progresién. Estas pueden surgir cuando las células son expuestas a un inhibidor
de la DNA polimerasa o la activacién de un oncogen por ejemplo. En estas situaciones,
ciertas proteinas son reclutadas al sitio para responder al estrés celular. Los ICLs que son
enlaces cruzados covalentes en el DNA necesitan ser removidos durante todas las fases
del ciclo celular mediante una serie de pasos, que involucran interaccion de diferentes vias
de reparacion del DNA. Tal vez la gran cantidad de estructuras de DNA y errores que
pueden aparecer en él ayude a explicar la redundancia de factores involucrado en la

replicacion de proteccion del DNA.
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Hay aproximadamente 23 genes descubiertos hasta ahora que codifican para las proteinas
de la via de Fanconi y sus proteinas asociadas. Al conjunto de estas proteinas se les conoce

como el complejo Fanconi (CF) (ran, 2017).

La activacion de las proteinas FANC, inicia con FANCM y sus proteinas asociadas, que son
capaces de detectar fallas en la replicacion de DNA, lo que resulta en el reclutamiento del
resto del CF (FANCA, -B, -C, -E, -F, -G -L y proteinas asociadas al CF). La mayoria de las
proteinas de este complejo nuclear no tienen actividad enzimética, mas bien funcionan

como un “andamio”. El complejo nuclear estd compuesto por tres subcomplejos:

+ FANCL, FANCB, y FAAP100 (proteina de 100 kDa asociada a la via fanconi)
+ FANCA, FANCG y FAAP20 proteina de 20 kDa asociada la via Fanconi)
+ FANCC, FANCE, y FANCF

(Longerich, 2014)

El complejo nuclear actlla como una ligasa E3, que activa a FANCD2 y FANCI mediante la
ubiquitnacién en ambas proteinas, lo que conlleva a la progresiéon de la horquilla de
replicacién hacia la lesiébn en el DNA y su reparacion, involucrando a la proteina SLX4
(FANCP) una proteina de andamiaje, a ERCC4 (FANCQ) una nucleasa, a proteinas de
sintesis de translesion como MAD2L2 (FANCV), y a la maquinaria de reparacion homologa
(BRCA2 (FANCD1), PALB2 (-N), RAD51C (-O), RAD51 (-R), BRCA1 (-S), y

XRCC2 (-U). (Erickson, 2016). Varios de los eventos en esa cascada de sefiales parecen
ser independientes del complejo nuclear. El Gltimo gen conocido es RFWD3, quien codifica
para la transcripcion de la ubiquitina ligasa E3, la cual se ha relacionado recientemente con
la reparacion del dafio a DNA mediante recombinacién homoéloga (HR)

(Knies, 2017)-

Los genes AF también toman parte en otros mecanismos de reparacion por escision y
translesion. (Mamrak, 2017) Por ejemplo, otra funcion del complejo FANCD2/ FANCI es el
reclutamiento de FANCD1 (BRCA2), FANCN y FANCO (RADS51 C), las cuales regulan la
actividad de RAD51, enzima clave para la reparacion de la ruptura de doble hebra por
recombinacion homologa; FANCQ que codifica XPF, es una endonucleasa esencial para la
reparacion por escision de nucledtidos. FAAP20 interactia con la polimerasa de translesion
REV1 (ciauson, 2013).
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La via Fanconi opera principalmente en la fase S del ciclo celular para reparar el dafio al
DNA gue detiene la progresion de la horquilla de replicacién; es particularmente esencial
para la remocioén de los ICLs. Una vez detenida la horquilla de replicacién, la cinasa ATR
de respuesta a estrés es activada a través de la acumulacion de una hebra de DNA via
FANCM/FAAP24, la cual interactia con la proteina HCLK2 para aumentar la activacion de
ATR. La actividad de ATR es probablemente activar el ensamblaje del complejo nuclear CF.
FANCM funciona como una plataforma de aterrizaje asociada a la cromatina y que inicia el
complejo ID. FANCM también forma una estrecha asociacion con el complejo proteico de
Bloom (Las mutaciones causantes del sindrome de Bloom deshabilitan la actividad de las
helicasas de 3 > 5. Las proteinas de estos genes normalmente regulan la actividad
correcta de la recombinacion homoéloga), la cual se ha relacionado con la via Fanconi, por
lo que puede ser importante para la resolucion de las uniones de Holliday (estructura tipica
con forma de X, que se forma en la transicién entre el homoduplex y el heterodiplex durante
la reparacion de DSB basados en recombinaciéon homologa (elieday et al., 2007) planteandose

downstream en la reparacion de los ICLs.
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Figura 6. Complejo Fanconi para el mantenimiento gendmico (erickson, 2016).

El ensamblaje de todas las subunidades del complejo nuclear CF es esencial para activar

la ubiquitina E3 ligasa UBE2T. FANCL transfiere residuos individuales de ubiquitina de
UBE2T a los dos miembros del complejo ID. El complejo ID (FANCI-FANCD?2) es activado

por el dafio al DNA inducido, fosforilacion y monoubiquitinacion (Joo, 2011) El mapa de

densidad electronica de los cristales de FANCI-DNA y los datos in vitro muestran que cada

proteina tiene sitios de unién para el DNA de cadena simple y doble, sugiriendo que el

complejo ID reconoce estructuras de DNA que resultan en el encuentro con la horquilla de

replicacion con un enlace cruzado (joo, 2011).

Ademas, el residuo de ubiquitina en FANCD2 puede interactuar con los dominios de union

de la endonucleasa FAN1 y la proteina de andamio del complejo de incision FANCP/SLXA4.

La actividad de las endonucleasas resulta en el “desenganche” del ICL, lo
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cual permite a la sintesis de translesion (TLS) sobrepasar la lesibn del DNA. Las
polimerasas TLS son esenciales para la reparacion de ICLs en las fases S/G2 y G1 del ciclo

celular (ciauson, 2013).

Cytoplasm

Figura 7. Representacion esquemaética de la distribucién subcelular de las proteinas
de Fanconi, su asociacién y relocalizacion en el nucleo (Gueiderikh, 2017)

La reparacion de la ruptura, ocurre por reparacion homologa, mientras que el relleno de
huecos en el DNA que contiene la lesion requiere TLS (sintesis de translesion), siendo
catalizado por una DNA polimerasa especializada (ong, 2011). Varias polimerasas de TLS han
sido implicadas, incluso para la reparacion de ICL dependientes de replicacion, la mas
importante parece ser el complejo REV1-Polz. En la reparacion de ICLs, un mecanismo que
se basa en la interaccion de REV1 con FAAP20, un miembro del complejo nuclear de AF,
se piensa que esta ahi para mediar el reclutamiento de REV1- POIZ (sharma, 2011. Dando

evidencia de como la TLS es reclutada al sitio del dafio.
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La actividad de juntar las uniones finales no homélogas es requerida para el mantenimiento

de las células madre hematopoyéticas fetales ie, 2019).

Después de la omision de la replicacion, la lesion resultante en la hebra de DNA sera
removida con reparacion por escision de nucledtidos o por escision de bases. En la horquilla
de replicacion, puede resultar la formacion de una ruptura de doble cadena, es entonces
cuando entra la reparacion por recombinacion homéloga para corregir este error y para

reiniciar la replicacion.

La reparacion de esta lesion de doble cadena de DNA lleva a la resercion para crear un
extremo 3’ suelto capaz de invadir y capturar la informacion de la secuencia de la plantilla
de la hebra rezagada. Para completar la via de Fanconi es esencial que el complejo ID sea
desactivado por la enzima deubiquitinizante USP1/UAF1, para regresar la via FA/BRCA a
su estado original. En términos generales, la reparacion de los ICLs ocurre a través de la
escision secuencial de una hebra, y después la otra. Esto previene que se generen maltiples

rupturas de doble cadena (ciauson, 2013 y Erickson, 2016).

El actual modelo sugiere que las funciones de FANCM estan relacionadas con la deteccion
del estancamiento o detencion de la replicacion formando un “andamio” sobre el cual el
complejo BLM (Helicasa de DNA importante para la disolucién de uniones de Holliday) y el
complejo nuclear Fanconi que contiene FANCA, B, C, E, F, G y L se unen para estabilizar

la horquilla de replicacion y promover la reparacion del DNA (grickson, 2016)-

La pérdida de la funciébn de los genes de reparacion caracteriza a un grupo de
enfermedades de predisposicion al cancer que presentan hipersensibilidad celular al dafio
del DNA y la fragilidad de los cromosomas; Este grupo incluye anemia de Fanconi y

sindrome de Bloom (naim, 2009).

Para ser més especificos, la via Fanconi, se desarrolla cronolégicamente como se resume

a continuacion en la figura 8.

1. Algunos agentes endégenos, ambientales y quimioterapéuticos infligen dafio al DNA

formando aductos entre las hebras de DNA creando entrecruzamientos
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Dos horquillas de replicacion convergen en las hebras unidas covalentemente en el
entrecruzamiento (ICL). La maquinaria de replicacion encuentra la lesion de DNA en la
bifurcacion que lleva a la horquilla de replicacion.
El complejo AF detecta la horquilla de replicacion estancada, se ensambla a la lesién
del DNA e inicia una respuesta en ese checkpoint activando ATR, el cual torna en
fosforilatos multiples proteinas FA. Esto desencadena la actividad de ubiquitina ligasa
de FANCL resultando en la monoubiquitinacion de FANCD2 y FANCI.
El complejo heterodimérico FANCD2-FANCI es reclutado por el sitio del ICL. Esto
promueve el reclutamiento corriente abajo de las nucleasas, en particular
endonucleasas especificas de estructura como XLX4 (FANCP), ERCC1-XPF, FAN1 y
MUS81-EME1 para coordinar incisiones nucleoliticas con la finalidad de flanquear el
ICL. Las incisiones desenganchan el ICL dejando los nucleétidos entrecruzados atados
a la hebra complementaria. FAAP20 interactta con el complejo AF y se une a el REV1
monoubiquitinado.
Esto cataliza el bypass de lesién dependiente de TLS a través del aducto, mediado por
TLS polimerasas especializadas tales como REV1 y Pol. Esto restaura la integridad de
la hebra de la plantilla requerida para la progresion de la hebra principal naciente.
El DSB generado después de las incisiones nucleoliticas sirve como sustrato adecuado
para la reparacion por la ruta de RH. Las proteinas AF corriente abajo promueven la
invasion de la cadena dependiente de RAD51 formando el filamento sinaptico. Se
forman migracion de rama e intermedios que contienen uniones Holliday.

7.La unién doble resultante de Holliday se resuelve mediante nucleasas especificas de
HR, finalmente se completa la reparacion de HR y se restablece la integridad del DNA.

(Bhattacharjee, 2018)
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Figura 8. Un modelo de la reparaciéon de los enlaces cruzados de DNA (ICL).
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El desenganche de ICL en una horquilla de replicacién bloqueada da como resultado una
ruptura de doble cadena en una crométida y un espacio de una sola hebra que alberga el
aducto de ICL en la otra.

Debido a que los pacientes con anemia de Fanconi desarrollan defectos cromosémicos aln
sin estar expuestos a agentes externos que inducen ICLs se ha decidido poner atencién a
los agentes que producen ICLs dentro del cuerpo naturalmente, por ejemplo el acetaldehido
y formaldehido asi como a las enzimas que les metabolizan naturalmente reduciendo su
actividad genotéxica, por lo que las personas con estas variantes que consumen alcohol
tienen un elevado riesgo de céncer rectal y esofédgico. EI metabolismo lipidico y la
peroxidacion producen aldehidos, como el 4-hidroxinonenal (4HNE) y malondialdehido

(MDA). El nivel de aldehidos enddgenos es importante para la patogenesis de AF (sakai, 2019).

Modelos de ratones que tienen deficiencias en los genes FANC, pero tienen teldmeros
normales no producen el fenotipo completamente lo que sugiere que los telémeros
acortados en pacientes con AF son responsables en buena parte de la patogenia de la AF

(Blasco, 2005)-

2.4.1 Mutaciones en las proteinas FANC que conllevan a la fragilidad cromosdmica

Cuando alguna de las proteinas del CF presenta alguna mutacion que le impide realizar la
reparacion de DNA, los entrecruzamientos del material genético no pueden ser identificados
y reparados, afectando principalmente la proliferacion de células hematopoyéticas (wenta,
2015). En la anemia de Fanconi el proceso entero de sefializacion, activacion en el punto de

dafo y replicacién puede llevar varias horas en completarse.

Aunque la AF es un trastorno genético complejo con muchos genes involucrados y una gran
variedad de fenotipos celulares y caracteristicas clinicas, la causa subyacente gira
alrededor de defectos moleculares que contribuyen a una respuesta anémala al dafio del
DNAy a su reparacion, por ejemplo, para el ensamblaje de todas las proteinas del complejo
central de CF en una ubiquitina multimérica de la ligasa E3 que es requerida para la
transferencia (mediada por FANCL) de cada ubiquitina, por la ligasa UBE2T al complejo ID,

por lo tanto el contraste de las mutaciones en los genes de complejo nuclear
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de AF es la ausencia de FANCD2 y FANC1 monoubiquitinadas gogiiolo, 2015). La ausencia de
las proteinas FANCD2 y FANCI se ha asociado con un mayor incremento de inestabilidad
cromosomica y células binucleadas (ee, 2012. FANCI es una proteina AF que interactia con
proteinas que funcionan en la biogénesis de los ribosomas, es decir, la sintesis de
ribosomas en la célula. Ademas, FANCI localiza en el nucléolo (el compartimento celular
donde inicia la biogénesis de los ribosomas) y funciona en la transcripcion y procesamiento
del RNA pre-ribosomal (pre-rRNA). Interesantemente, los defectos en la biogénesis del
ribosoma son la otra razén por la que ocurren sindromes de falla medular

(Sondalle, 2019).

En casos muy raros se han encontrado anomalias cromosOmicas y alteraciones
(mutaciones) en los genes FGF8, HOXD13, ZIC3, PTEN, FANCB, FOXF1y TRAP1yen €l
DNA mitocondrial (shaw, 2006).

Si bien la evidencia sugiere que las ICLs son las principales culpables, existen otros factores
gue impulsan el estrés de replicacion y la inestabilidad gendmica en AF (pata, 2019). Cerca del
98% de los casos son autosémicos recesivos, mientras que del 1 al 2% de quienes poseen
mutaciones en el gen FANCBS es heredado, asociado al cromosoma X

(Siddiqui, 2019)-

A la fecha, las mutaciones en 21 genes se han asociado a Anemia de Fanconi o a un
fenotipo celular similar a la Anemia de Fanconi, cuyas caracteristicas propias son; la falla
medular, predisposicion a leucemia mieloide aguda e hipersensibilidad cromosémica a los

agentes que producen enlaces cruzados (ICLS) (cueiderikh, 2017)-
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A continuacién en la tabla 2 se muestran los genes FANC humanos conocidos hasta

ahora y sus caracteristicas.

Gen (NCBI gen ID) Nombre del gen FANC Simbolos Localiz | Tamafo
sinénimos del gen acion de
simbolo proteina
(aa)
FANCA(2175) Fanconi anemia FANCA FA, FA- 16924.3 | 1,455
complementation H, FA1, FAA, FACA,
group A FAH, FANCH
FANCB(2187) Fanconi anemia FANCB FA2, FAAP9O, FAAP | Xp22.31 | 859
complementation 95, FAB, FACB
group B
FANCC(2176) Fanconi anemia FANCC RP11- 9g22.3 558
complementation 80115.2, FA3, FAC, F
group C ACC
BRCA2(675) Breast cancer 2 FANCD1 | RP11- 13g12.1 | 3,418
298P3.4, BRCC2, BR | 3
OVCAZ2, FACD, FAD,
FAD1, FANCD, GLM
3, PNCA2, XRCC11
FANCD2(2177) Fanconi anemia FANCD2 | FA- 3p25.3 1,451
complementation D2, FA4, FACD, FAD
group D2 , FAD2, FANCD
FANCE(2178) Fanconi anemia FANCE FACE, FAE 6p21.22 | 536
complementation
group E
FANCI(55215) Fanconi anemia FANCI KIAA1794 15026.1 | 1,328

complementation
group |
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Gen (NCBI gen ID) Nombre del gen FANC Simbolos Localiz | Tamafio
sinénimos del gen acién de
simbolo proteina
(aa)
FANCL (55120) Fanconi anemia FANCL FAAP43, PHF9, POG | 2p16.1 380
complementation
group L
FANCM(57697) Fanconi anemia FANCM FAAP250, KIAA1596 | 14g21.3 | 2,048
complementation
group M
PALB2(79728) Partner and localizer | FANCN PNCA3 16pl2 1,186
of BRCA2
RAD51C(5889) RAD51 paralog C FANCO ROVCAS3, R51H3, R | 17¢23 376
AD51L2
SLX4(84464) SLX4 structure- FANCP BTBD12, MUS312 16p13.3 | 1,834
specific
endonuclease
subunit
ERCC4(2072) Excision repair FANCQ RAD1, XPF, ERCC11 | 16p13.1 | 916
Cross- 2

complementation
group 4
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Gen (NCBI gen ID) Nombre del gen FANC Simbolos sinbnimos Localizac

del gen ion
simbolo
BRCA1(672) Breast cancer 1 FANCS BRCAI, BRCC1, BROVC | 17g21.31
Al, IRIS, PNCA4, PPP1
R53, PSCP, RNF53
UBE2T(29089) Ubiquitin- conjugating FANCT HSPC150 1g32.1
enzyme E2T 197

Tabla 2. Genes humanos FANC (pong, 2015

Otros componentes intrinsecos del complejo nuclear Fanconi son proteinas asociadas a la
AF (FAAP) FAAP10/MHF2, FAAP16/MFH1, FAAP20, FAAP24,y FAAP100, las cuales
podrian representar nuevos grupos proteinas involucradas con la anemia de Fanconi, a
pesar, de que ningun paciente ha sido identificado hasta ahora con mutaciones en los genes
correspondientes.

Componentes proteicos de diferentes mecanismos de reparacién son importantes para una
respuesta robusta que inducen enlaces cruzados. Interacciones fisicas de proteinas de
reparacion con los genes FANCD2, BRCAL, FANCJ, y SLX4 (FANCP) han sido reportadas.
Junto con proteinas de otras vias de reparacion, estos factores son componentes integrales
de un complejo (BASC) que se cree es actia como un sensor crucial para el dafio en el
DNA.

Para FA-A como el grupo de complementacion mas grande, los porcentajes de ambos
(pacientes y mutaciones FANCA) ascienden a 57% con una proporcion de 1, lo que indica
una representacion igual de mutaciones privadas y recurrentes. Para los siguientes grupos
de complementacion mas frecuentes (FA-C y FA-G), la proporcion de mutaciones Unicas
frente a totales es <1 debido a la prevalencia relativa de mutaciones recurrentes en FANCC
y FANCG. En contraste, muchos de los subtipos de AF poco frecuentes revelan relaciones
cercanas a 2: 1 para mutaciones Unicas frente a totales, lo que sugiere muchas variantes

de secuencias patégenas diferentes pero raras (neveling, 2009)-
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(A) Unique mutations (B) All mutations

B (2.2%) J (1.9%) F (2.0%) B (0.9%)
F (2.2%) L (0.2%) N (0.8% J (2.4%)
N (2.4%) 1 (1.7%) L (0.1%)
| (3.2%) E (2.3%)
E (4.0%) \ D1 (2.9%)
D1 (s.e%) D2 (3.9%) :
G (110/0)‘b
D2 (5.3%)
e (7.7%)/‘ ;;l
C (15%)
C (8.3%)

A (57%) A (57%)

Figura 9. Distribuciones de frecuencia de mutaciones Unicas (A) frente a
mutaciones totales (B) del gen FA. Los gréficos circulares que representan
porcentajes se derivan de la lista de 622 mutaciones Unicas sin informacién del
paciente, y de las mutaciones de 1968, incluidos varios informes de pacientes en la

base de datos de mutaciones de anemia de Rockefeller Fanconi (neveling, 2009).

En 1998 Naf y col. llevaron a cabo una investigacion que relacioné la localizacién de las
proteinas FANC con la patogenicidad, ellos descubrieron que todas las variantes de las
proteinas FANC gue mostraron ser patogénicas residen en el citoplasma vy, a la inversa,
aguellas categorizadas como no patogénicas se localizan en el ndcleo. Esto se debe a que
la localizacion en el nucleo de la proteina FANC es necesaria para llevar a cabo su funcién,
si estas se encuentran en el citoplasma pierden su actividad. Ademas, las formas mutantes
de FANCA evitan la acumulacion en el nacleo de dicha proteina, evitando el reclutamiento
del resto de las proteinas FANC requeridas para la reparacion del DNA. Por lo tanto,
corregir la localizacién subcelular alterada de las proteinas FANC puede ser un blanco
terapéutico imble, 2018). S€ sabe que ninguna de las formas de FANCA mutadas conserva la
capacidad de entrar o de permanecer en el nicleo de una forma similar a la proteina de tipo
salvaje (WT).

So6lo 15 genes han sido clasificados bona fide (de buena fé) como genes AF (FANCA, B, C,
D1,D2,E,F, G, I,J,L, N, P, Qy T) FANCO, FANCR y FANCS son genes similares a los
de la AF, porque causan el sindrome de fragilidad cromosdomica y malformaciones

relacionadas a AF pero sin falla medular gogiiolo, 2015).
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Gen

Grupo de
complementacion

% de pacientes con AF atribuidas a la variante
patogénica del gen

BRCA2 FA-D1 ~3%
BRIP1 FA-J ~206
FANCA FA-A 60%-70%
FANCB FA-B ~2%
FANCC FA-C ~14%
FANCD2 FA-D2 ~3%
FANCE FA-E ~3%
FANCF FA-F ~2%
FANCG FA-G ~10%
FANCI FA-I ~1%

Variantes patogénicas de cualquiera de los genes incluidos en esta tabla son >1% de los

pacientes AF (vehta, 201s).

Tabla 3. Causas genéticas mas comunes

Gen Grupo de Referencia
complementacion
ERCC4 | FA-Q 2 individuals w/FA & biallelic ERCC4 pathogenic variants
reported [Bogliolo et al 2013]; functional studies
of ERCC4 missense variants reported by Osorio et al [2013].
FANCL | FA-L 13 FANCL pathogenic variants reported [Chandrasekharappa

et al 2013, Nicchia et al 2015, Vetro et al 2015]
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FANCM

FA-M

Assignment of a formal complementation group for persons
w/FANCM pathogenic variants still controversial as only 1
reference family/cell line has been identified & that cell line
has been determined to have biallelic pathogenic variants in
both FANCA & FANCM. Of note, under experimental
conditions specific knockdown of FANCM alone results in an
FA phenotype [Singh et al 2009]

MAD2L?2

FA-V

1 individual w/homozygous pathogenic variants reported
[Bluteau et al 2016]

PALB2

FA-N

14 PALB2 pathogenic variants reported including a deletion of
exons 1-10 [Reid et al 2007, Xia et al 2007, Byrd et al 2016]

RAD51

FA-R

2 individuals w/features of FA & a de novo RAD51pathogenic
variant reported [Ameziane et al 2015, Wang et al 2015]

RAD51C

FA-O

Assignment of a formal complementation group for persons
w/RAD51C pathogenic variants still controversial as only 1
reference consanguineousfamily identified [Vaz et al 2010]

RFWD3

FA-W

One individual with features of FA & compound
heterozygous pathogenic variants in RFWD3 reported [Knies
et al 2017]

SLX4

FA-P

Assignment of a formal complementation group for persons
with SLX4 pathogenic variants still controversial as only a
handful of reference families have been identified

& SLX4 biology falls outside previously characterized FA
proteins [Kim et al 2011, Stoepker et al 2011]

UBE2T

FA-T

1 individual w/biallelic UBE2T pathogenic variants including a
large paternal deletion & a maternal duplication reported
[Rickman et al 2015, Virts et al 2015]

XRCC2

FA-U

1 indivdiual w/homozygous pathogenic variants reported [Park
et al 2016]

Las variantes patogénicas de cualquiera de estos genes son reportados Unicamente en

pocas familias (<1% de los pacientes AF

Tabla 4. Causas genéticas menos COMUNES (mehta, 2018)-

Se ha puesto especial atencién en los genes FANCD2 y FANCI porque la mayoria de los

pacientes con AF (98%) han perdido la capacidad de conducir a la ubiquitinacién de las

proteinas codificadas por ambos genes, sin embargo cuando no pueden ser
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/biallelic/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/deletion/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/duplication/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/gene/glossary/def-item/homozygous/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1401/

ubiquitinizadas se ve afectada la regulacion del crecimiento celular, reparacion del DNA y
eso hace a los pacientes por un lado mas propensos a desarrollar tumores y por otro lado,
se pierde la capacidad hematopoyética en la médula 6sea @ruun, 2003).

BRCAL tiene mas funciones aparte del mantenimiento del genoma en la via de Fanconi, es
aqui donde BRCAZ2 parece actuar predominantemente en la via mencionada. La deplecién
de BRCA1L causa una disminucion marcada, sin embargo, no una completa ausencia de
ubiquitinacion de FANCD2. En contraste con BRCA1, BRCA2 no es necesaria para la
ubiquitinaciéon normal de FANCD2 después del dafio en el DNA, lo cual es requerido para
la funcion de la via Fanconi enun, 2003) Y €Sta monoubiquitinacion es esencial para la funcién
de la via de Fanconi y la resistencia a MMC. BRCAZ2. Las variantes patogénicas en BCRA2
estan asociadas con el inicio temprano de leucemia aguda y tumores solidos (irsch, 2004). La
probabilidad de malignidad es de 97% a la edad de

6 afos, incluyendo leucemia mieloide aguda, meduloblastoma y tumor de Wilms (el cancer

de rifidn mas comuan en nifos) (aier, 2007).

En las células normales (no de AF), FANCD2 es monoubiquitinada en respuesta al dafio
del DNA y es dirigida a ciertos puntos en el nicleo. La monoubiquitinacion de FANCD2 es
requerida para la formacién del foco y complementacién funcional arcia-Higuera, 2001). Las
mutaciones en FANCA son comunes en pacientes (aproximadamente en 65% de los casos)
porque FANCA puede regular upstream al complejo AF. En la via de Fanconi, la enzima E1
UBEL, junto con la enzima E2 UBE2T (FANCT) y la ligasa E3-RING con FANCL, son los
responsables de ubiquitinar los substratos de DANCI y FANCD2 (ran, 2017) Estas dos

moléculas son necesarias para coordinar la mono ubiquitinacion de FANCI y FANCD2

(Sanchez, UNAM)-

La modificacion postraduccion de las proteinas con ubiquitina involucra una cascada
enzimatica que consiste en una enzima activadora E1, una E2 conjugadora y una ligasa E3

(Lepez, 1939). EN la via de Fanconi, la enzima E1 UBE1, junto con la enzima E2 UBE2T (FANCT)

y la ligasa E3-RING con FANCL, son los responsables de ubiquitinar los substratos de
DANCI y FANCD2 (ran, 2017).

Ciertos alelos de genes que codifican la maquinaria de recombinacion homéloga activa en
la fase S pueden causar el fenotipo clinico comun en AF. Finalmente, las mutaciones
bialelicas en UBE2T fueron identificadas en pacientes no diagnosticados de AF y la
ubiquitina de la ligasa E2 el simbolo de FANCT (grickson, 2016).
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La anemia de Fanconi ha sido estudiada a nivel clinico, genético y de biologia celular. Sin
embargo, la identidad de muchos genes FANC han sido descubiertos hace poco mas de 20
afos, su funcibn molecular exacta en la reparacion del DNA sdélo ha sido explorado

superficialmente.

Las anormalidades citogenéticas clonales de la médula ésea se vuelven cada vez mas
comun con la edad. Entre las més frecuentes observadas se encuentran las duplicaciones
y triplicaciones del brazo largo del cromosoma 1, el aumento de las proporciones del brazo
largo del cromosoma 3 y monosomia 7 o pérdida del brazo largo del cromosoma 7. Las
supresiones de 5g, 11q, reordenamientos de 6p, y las ganancias de los cromosomas 8 y

21, también se han observado por diferentes grupos (rorres, 2016)-

Se ha confirmado que células AF en modelos murinos son Unicamente vulnerables a estrés
inflamatorio de muchos tipos diferentes, en el modelo de comunicacién celular, bloquea la
funcion de la citocina inflamatoria interleucina 1 beta (IL-1B) (un supresor de la proliferacion
de las células progenitoras AF in vitro) previniendo la falla medular. Mdltiples citocinas
inflamatorias y moléculas de adhesion estan involucradas en la respuesta inflamatoria,
incluyendo factores que pueden desencadenar y otros inhibir la capacidad replicativa de las
células progenitoras hematopoyéticas, asi que es importante localizar en qué parte el estres

replicativo se induce a las células progenitoras Fanconi znang, 2007).

El envejecimiento celular inducido por TNF (Factor de necrosis tumoral) se correlaciona con
la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y el dafio del DNA oxidativo. La
neutralizacion de TNF o la eliminacion del receptor de TNF en ratones FANCC previenen
la produccion excesiva de ROS y la senescencia hematopoyética.

Otras mutaciones importantes se mencionan a continuacion:

» FANCG. Las variantes patogénicas de FANCG estan asociadas con falla medular

severa y mayor incidencia de leucemia comparada con FANCC (raivre, 2000)-

» PALB2. Esta asociado a tumores sélidos como el meduloblastoma y tumor de

Wilms (reid, 2007)-

» De acuerdo a IFAR (International Fanconi Anemia Registry), las mutaciones en el

intron 4 y ex6n 14 de FANCC esta asociada con un inicio temprano de falla
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medular y poca supervivencia comparada con las mutaciones en FANCG y
FANCA (raivre, 2000).-

» RADS5I1 es a la fecha el Unico gen autosémico dominante causante de la anemia de
Fanconi, debido a los efectos negativos dominantes. Sé6lo dos pacientes con
mutaciones en RAD51 han sido reportados con fenotipos de AF atipicos, sin falla

medular (rakenaka, 2019).

Los altos grados de heterogenicidad a nivel molecular y fenotipico son, en contraste,
marcados al fenotipo celular de AF, el cual es sorpresivamente uniforme. Esta uniformidad
de caracteristicas celulares cominmente examinadas se extiende mas alla de la ruptura

cromosomica espontanea como es originalmente observado en las células AF (eveling, 2009)-
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Multiple genotypes Singular cellular
() Petotype
A 4
FANCA

a

« Spontaneous chromosome
breakage

« Crosslink sensitivity

« Cell ¢cycle disturbance

+ Oxygen sensitivity

» Deregulated apoptosis

Multiple phenotypes

Close to normal phenotype
- Zero or low CAB score

« Survival into adulthood

« Stable blood counts

« Occasional fertility

Premature ageing phenotype
Endocrine dysfunction
Gonadal failure

Sarcopenia

Osteoporosis

Skin lesions

Susceptibility to infections
Squamous cell carcinomas

Hematological improvement

phenotype

= Mutation reversions in the
hematopoietic system resulting
in revertant mosaicism

Low MCA, high neoplasia
phenotype

- Low CAB scoreffew anomalies
« Late BMF

« Premature neoplasia
High MCA, low neoplasia
phenotype

« High CAB score/multiple
congenital malformations
- Early BMF

VA(C)TER(L)-like

« Vertebral defects.

« Anal/duodenal atresia

« Cardiac defects

- Tracheoesophageal fistula/
esophageal atresia

« Renal defects

« Limb anomalies

VACTERL-H

= Plus hydrocephalus

Figura 10. Como se distinguen por genes especificos y su gama de mutaciones, y
una amplia variedad de manifestaciones clinicas, se unifican patogénicamente por

una combinacién visible de caracteristicas celulares.

"Unknown (desconocido)" significa pacientes con AF cuyos defectos genéticos no
se pueden identificar en la actualidad (eveling, 2019).
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2.4.2 La anemia de Fanconi como factor predisponente para presentar otras
enfermedades

Debido a que varias proteinas que son de la via Fanconi tienen funciones relacionadas a la
recombinacion homoéloga, se puede explicar que las mutaciones en estos genes se
relacionen también a otros sindromes aparte de las caracteristicas tipicas de la anemia de

Fanconi.

A continuacién, se muestran en una tabla las proteinas de la via de Fanconi que también

tienen funciones con la recombinacién homéloga.

Proteina AF Funcion Proteina (alias) Funcion

CUES)

FANCA Complejo nuclear FANCM Complejo nuclear,
helicasa

FANCB Complejo nuclear FANCN (PALB2) Recombinacion
homologa

FANCC Complejo nuclear FANCO (RAD51C) Recombinacion
homologa

FANCD1 Recombinacion FANCP (SLX4) Desenganche ICL

(BRACA2) homéloga

FANCD2 Complejo ID FANCQ Desenganche ICL,

(ERCCA4/XPF) endonucleasa

especifica de
estructura

FANCE Complejo nuclear FANCR (RAD51) Recombinacion
homologa

FANCF Complejo nuclear FANCS (BRCA1) Recombinacion
homologa

FANCG Complejo nuclear FANCT (UBE2T) Enzima
conjugadora de
ubiquitina

FANCI Complejo ID FANCU (XRCC2) Recombinacion
homdéloga

FANCJ (BRIP1) Recombinacién FANCV Sintesis de

homologa (MAD2L2/REV7) translesion
FANCL Recombinacion FANCW Recombinacion
homologa homaologa,

ubiquitin- ligasa

Tabla 5. Productos de los genes Fanconi y sus funciones (saxai, 2019)
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Figura 11. En este modelo se representa como se relaciona la via Fanconi con la

recombinacion homaéloga (saai, 2019).

Recordando cédmo funciona a grandes rasgos el complejo AF, contiene un médulo homo-
dimérico para la ubiquitinacion. FANCT actla como una enzima conjugadora de ubiquitina
asociada al complejo nuclear. FANCD2 y FANC1 (complejo ID), y son blancos para la
ubiquitinacion mediada por el complejo nuclear AF. FANCP y FANCQ estén involucrados
en las incisiones a la cadena de DNA en cada sitio de la ICL. FANCV es una subunidad
accesoria de la DNA polimerasa C involucrada en la sintesis de translesion sobre los ICL
ya desenredados. Al final de este proceso mediado por recombinacion homadéloga restaura

la fidelidad del genoma (sakai, 2019)-

La via de AF funciona también como una barrera en contra de procesos de reparacion
altamente mutagénicos como la union de extremos no homélogos (NHEJ), Uno de los
principales mecanismos de inhibicibn de la reparacion por union de extremos no

homologos, es la restriccion del acceso de sus diferentes factores, como el heterodimero
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Ku 70- 80 a los extremos generados por las endonucleasas, durante la reparacion de los

enlaces covalentes (ee, 2012)-

Varios sindromes de envejecimiento prematuro humano se caracterizan por una tasa
acelerada de pérdida de telébmeros e inestabilidad cromoso6mica. Curiosamente, estas
enfermedades son producidas por mutaciones en proteinas reparadoras de DNA como
NBS1, MRE11, WRN, BLM, ATM y FANC, por lo que, mutaciones en los genes Fanc,
pueden ser una de las causas de estos sindromes, ademas de la ya estudiada anemia de

Fanconi anmed, 2009).

Por otro lado, el sindrome mielodisplasico provoca problemas en la funcién del sistema
inmunitario por lo que los pacientes con AF son mas susceptibles a desarrollar cancer,
infecciones que se complican y en ocasiones el desarrollo de estas enfermedades conduce
al diagnéstico de AF pues es la forma en que se explica que un paciente no responda, por
ejemplo, a tratamientos con antibidticos, el diagnéstico se confirma con examenes

genéticos.

Mutaciones monoalélicas en 6 genes asociados a AF (FANCD1, FANCJ, FANCM, FANCN,
FANCO y FANCS) predisponen a cancer de seno y de ovario (gogiiolo, 2015)-

Mientras que los pacientes asignados al subtipo FANCA tienden a tener una enfermedad
mas leve con un inicio tardio de insuficiencia de la médula 6sea, los pacientes en los
subtipos FANCC y FANCG tienden a desarrollar una enfermedad mas grave, lo que exige
una intervencion mas temprana, como el trasplante de médula 6sea. Los pacientes con
FANCD1 tienen un inicio mas temprano y una mayor incidencia de leucemia y tumores

so6lidos (Kee, 2012).

Se han reportado con frecuencia casos clinicos que relacionan a enfermedades como el

Pioderma gangrenoso, carcinoma de células escamosas, cancer de cabezay cuello.

Identificar los factores de riesgo genéticos para el carcinoma de células escamosas (SqCC)
de pulmén permitird su uso en la estratificacion del riesgo y vigilancia personalizada (sewvan,

2019).

En un estudio se ha observado un enriquecimiento general de variantes raras y deletéreas
de la linea germinal en genes AF en casos con SqCC. De acuerdo con estudios previos, el
BRCA2 en particular mostré una mayor carga general de variantes raras y deletéreas, las

variantes de la linea germinal deletéreas se enriquecieron en los genes de la anemia

45



de Fanconi incluso sin la variante BRCA2 rs11571833 que esta fuertemente enriquecida en

los casos de SqCC pulmonar (seivan, 2019).

La expresion de las proteinas BRCAL ha sido asociada positivamente con el tamafio de los
tumores, invasion linfatica, metéstasis tumoral, receptor de estrégeno y expresion de
FANCD2. La expresion de las proteinas de FANCD2 ha sido asociada positivamente con €l

tamafio de los tumores y metéstasis tumoral (eng, 2019).

El riesgo de desarrollar sindrome mielodisplasico (SMD) y leucemia mieloide aguda (LMA)
incrementa con la edad. Comparado con la poblacién general, el risco de LMA en estos
pacientes es 800 veces mas alta (Siddiqui, 2019). La monosomia 5y 7 son comunes en los

pacientes con AF que presentan LMA y SMD.

Los tumores hepéticos también son muy comunes probablemente debido a la
administracion de androgenos. No hay evidencia que indiqgue un aumento incrementado de
malignidad en los portadores de AF. De cualquier modo, aquellos portadores que tienen
mutaciones hereditarias en BRCA2 tienen mayor probabilidad de desarrollar tumores

malignos (eeles, 2000).

3. Diagndstico

Es fundamental la anamnesis y el examen clinico completo para su direccionamiento hacia
una asistencia médica especializada y se hace necesaria la identificacion de todas las
morbilidades presentes en el momento del diagnéstico y seguimiento clinico, también
antecedentes familiares clinicamente relevantes para establecer un manejo integral dentro

de la enfermedad.

La anemia de Fanconi actualmente se describe como una enfermedad genética
caracterizada por presentar en la mayoria de los casos falla medular, fragilidad
cromosomica y una alta predisposicion a desarrollar tumores soélidos, asi como varias

anormalidades anatomicas en distintos 6rganos.

A partir de que se ha logrado identificar qué mutaciones son las que causan estas
anomalias se ha podido definir un espectro mas amplio de la enfermedad, pues algunos
pacientes tienen una o varias mutaciones al mismo tiempo, aunque el diagndstico esta bien

definido por la clinica desde hace décadas.
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Los pacientes diagnosticados con AF deben sujetarse a un examen completo de laboratorio

y a un examen fisico, que incluye lo siguiente:

+ Examen del oido para evaluar la pérdida de capacidad auditiva o anormalidades
estructurales del oido.

* Si hay indicaciones clinicas al efecto, se debera hacer un examen oftalmolégico.

* Un examen por un otorrinolaring6logo (especialista en oidos, nariz y garganta) en busca
de cancer de cabeza y cuello, comenzando desde los diez afios de edad.

+ Examenes por otros especialistas, dependiendo de las necesidades individuales del

paciente (ranconi Anemia Research Fund, 2008)-

Los individuos con anemia pueden experimentar cansancio, se incrementa su necesidad
de dormir, debilidad, aturdimiento, mareo, irritabilidad, dolor de cabeza, palidez, dificultad
para respirar, y sintomas cardiacos.
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En México se tiene un algoritmo para el diagndstico y diferenciacion de la anemia aplasica,
de modo que si en la infancia se presenta sindrome de falla medular se diferencia entre si
es adquirida o si es congénita. La anemia de Fanconi es la mas frecuente de las congénitas,

seguidas por otras enfermedades como sindrome de Blackfan-Diamond.

Para simplificar el diagndstico se ha hecho uso del término VACTERL, éste es un acronimo
en que cada letra representa la primera letra de uno de los hallazgos mas comunes que se

observan en las personas afectadas:

(V) = anomalias vertebrales

(A) = atresia anal, que es la ausencia u obstruccion del orificio anal
(C) = defectos cardiacos (del corazén)

(T) = anomalias traqueales incluyendo fistula traqueoesofagica (TE), que es una conexion

anormal entre la parte superior del es6fago y la traquea
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(E) = atresia esofagica, cuando la parte superior del es6fago, no se conecta con la parte

inferior del es6fago y del estbmago
(R) = anomalia renal (rifién) y radial (del lado del pulgar de la mano)
(L) = otras anomalias en las extremidades (brazos y piernas).
(Castori, 2015)

La frecuencia de VACTERL en pacientes con AF es cercana al 10%. La asociacion
VACTERL es un grupo de defectos de nacimiento que ocurren juntos y que afectan varias

partes del cuerpo.

El diagndstico diferencial por VACTER/VACTERL incluye a la anemia de Fanconi y a otros
sindromes de falla medular asociados a anormalidades congénitas como la Anemia de

Blackfan Diamond, sindrome de Nijmegen, y trombocitopenia con ausencia de radio (TAR).

No se sabe cual es la causa de la asociacion VACTERL y no se ha identificado una
anormalidad especifica 0 que esté presente en todos los pacientes con la asociacion
VACTERL. Algunos investigadores creen que las anormalidades que ocurren en la
asociacion VACTERL pueden resultar de defectos en la capa media (mesodermal) de las
primeras capas del embrién durante el desarrollo fetal debido a diversas razones. (National
Organization of Rare Diseases, 2019). Algunas caracteristicas de la asociacion VACTERL

no se desarrollan o no aparecen hasta que se es adulto (castori, 2015).

Los defectos fisicos mas severos, los cuales algunas veces incluyen caracteristicas del
sindrome VACTERL-H (VACTERL con Hidrocefalia), las frecuencias de los genotipos en
los pacientes AF VACTERLH son diferentes a lo esperado para la poblacion de pacientes
AF y frecuentemente reportadas en pacientes con mutaciones en los siguientes genes:
FANCC, FANCD1/BRCA2, FANCD2, FANCG, FANCI y FANCN/PALB2 (marsh, 2015). ES

importante tener presente el fenotipo VACTERL cuando se estudian casos con alteraciones
hematolégicas, pues casos severos de VACTERL-H y otros sindromes como el de Baller-
Gerold han sido identificados después como AF hasta que se presenta la falla medular y

test positivos de falla medular (auerbach, 2009).-

49



Figura 13. Diagnéstico diferencial anemia de Fanconi (Shimamura, 2010).

Se debe realizar el diagnoéstico diferencial con otros sindromes que incluyen anemia
aplasica: Hemoglobinuria paroxistica nocturna (PNH), sindrome mielodisplasico (MDS),
leucemia mieloide aguda (AML) y sindrome de falla medular hereditario (IBMFS), ya que

hay muchas caracteristicas en comin como se muestra en el esquema de la figura 13.

Las enfermedades genéticas que son parecidas a la asociacion VACTERL incluyen el
sindrome de Feingold, sindrome CHARGE, la anemia de Fanconi, el sindrome de Townes-
Brocks, y el sindrome de Pallister-Hall. Al menos 5% de los pacientes con AF tienen esta

asocClaclon (national Organization of Rare Diseases, 2019)-

Una revision de 2,245 casos de anemia de Fanconi que fue llevada a cabo desde 1927
hasta 2012, identifica 108 casos con al menos tres de las caracteristicas que definen a la
asociacion VATER (asociacion derivada de VACTERL, donde no se presentan defectos
cardiacos (C) ni anormalidades en las extremidades (L)); s6lo 29 han sido reportadas por
los autores. La asociacién VATER fue primero nombrada en principios de los 1970’s, donde
se describen, las caracteristicas de un grupo de malformaciones congénitas: Defectos
vertebrales, atresia anal, fistula traqueo esofagica (TEF) con atresia esofagica, y displasia
Radial y renal (soomon, 2011). La asociacion VATER con la AF presenta en su mayoria solo

anomalias renales y radiales o ausencia de pulgar (93% de los casos tenian
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ambas) comparado con menos del 30% de los pacientes que presentaron todas las
caracteristicas VATER; la presencia de uno o varios de estos defectos de nacimiento
deberia llevar al personal de la salud a realizar las pruebas especificas para el diagnéstico

temprano de la anemia de Fanconi (aier, 2013).

Se considera que el fenotipo VACTERL-H entre los casos con AF es aproximadamente del

5%; Se desconoce la frecuencia de AF entre pacientes con VACTERL-H (ater, 2016).

Las atresias gastrointestinales han sido reportadas en 14% de los casos de Anemia de
Fanconi. Otras malformaciones que caen en el espectro de VACTERL también ocurren:
esqueléticas (71%), cardiacas (13%) y renales (shaw, 2006).
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Figura 14. Caracteristicas VATER en individuos con Anemia de Fanconi (Alter, 2012)

Todos los pacientes tienen al menos tres de las caracteristicas VACTERL-H. Las
anormalidades renales y radiales son las méas frecuentes reportadas en 104 de 108
pacientes con VATER en un estudio realizado por Alter con datos recogidos de casos
clinicos reportados desde 1927 a agosto del 2012, lo cual se resume en la gréfica de la
figura 14.
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El diagnéstico basado en observaciones clinicas puede resultar extremadamente dificil
debido a la gran variabilidad de sintomas que muestran los pacientes con AF. Este hecho,
unido a que un 30% de los pacientes con AF no muestran malformacion alguna, supone
gue muchos pacientes s6lo acuden al médico cuando los sintomas de la enfermedad
hematolégica son manifiestos. En un estudio con 2000 individuos hasta el 2009 se calcula
gue las caracteristicas fisicas ocurren en aproximadamente el 75% de los individuos con

AF (pong, 2015). La reduccion de una o mas series sanguineas suele poner al especialista ante

la sospecha de una anemia hereditaria que debe ser confirmada mediante estudios clinicos

adicionales, asi como mediante andlisis citogenético y moleculares (ran, 2017).

Asociaciones familiares de varias combinaciones de anormalidades hematoldgicas, éseas,
renales, cardiacas, del oido, crecimiento y pigmentacion de la piel han sido bien
documentadas y se han incorporado en sindromes diferentes bien delineados. Entre estos
esta la disqueratosis congénita, sindrome de TAR, sindrome Holt-Oram, Baller Gerold,
Sindrome Aase, Sindrome de QT largo, Sindrome Schwachman, sindrome IVIC y la
asociacion VACTERL. Las malformaciones de pulgar han sido reportadas en un nimero de

pacientes con Blackfan-Diamond smer, 2004).

Otra condicién genética a ser considerada en el diagnéstico diferencial es el sindrome
Baller-Gerold y la asociacion VACTERL con hidrocefalia. Las manifestaciones tipicas de
este desorden raro incluyen desarrollo lento, displasia radial, anormalidades renales, y

defectos en el septo ventricular. La atresia anal esta presente raramente (rossbach, 2996)-

Alter y colaboradores desarrollaron el acrénimo PHENOS como complemento de
VACTERL-H, para incluir caracteristicas que son exclusivas de AF y no estan incluidas en
VACTERL-H. Segun un estudio realizado por ellos mismos, los pacientes con AF y
VACTERL-H tienen las frecuencias més altas de al menos cuatro de las seis caracteristicas
de PHENOS (PHENOS: microcefalia, microftalmia, anomalias del SNC, hallazgos
otoldgicos y baja estatura). Por lo tanto, la combinacion de VACTERL-H con PHENOS estéa
altamente asociada con la AF, y deberia conducir a las pruebas apropiadas de los bebés
en una evaluacion clinica de VACTERL-H que tienen estas caracteristicas

(Alter, 2016)-
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3.1 Observaciones clinicas

En un estudio de datos del International Fanconi Anemia Registry (IFAR) Un tercio de todos
los pacientes carecian de malformaciones congénitas (MC). Se ha encontrado que la altura,
el peso y la circunferencia de la cabeza eran =5 centil en 26.6%, de los pacientes con AF
sin MC referidos al IFAR, y en 43.8% de los pacientes con AF sin MC examinado. Se
notificaron anomalias menores en el 9.4% de los pacientes con AF sin MC remitidos al IFAR
y el 100% de los pacientes con AF sin MC. La mayoria de los pacientes con AF sin MC
tienen alteraciones en los parametros de crecimiento, anomalias en la pigmentacion de la

piel o microftalmia (giampietro, 1997).

» Retardo intrauterino, talla baja.
uuv

Figura 15. Baja estatura en pacientes con AF (Shimamura, 2010 y Falci, 2011).

» Hipopigmentacion de la piel (café au lait)
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Figura 16. Hipopigmentacién en pacientes con AF (Siddiqui, 2019 y Shimamura,
2010).

» Craneofacial Craneosinostosis, frente prominente, micrognatia.

Figura 17. Microftalmia y microcefalia en paciente infantil con AF (Shimamura, 2010
y Freire, 2018).

» Ojos: microftalmia, hipo o hipertelorismo, fisuras palpebrales pequefas,

almendradas, ptosis, epicanto, estrabismo, cataratas.

» Oidos: pabellones auriculares prominentes, bajos, rotados, microtia, conductos
auditivos pequefios o ausentes, ausencia de membrana timpanica, esclerosis de
huesecillos del oido medio.
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» Otras alteraciones esqueléticas hipoplasia tenar, ausencia o hipoplasia del radio,

del pulgar o de ambos, pulgar flotante, bifido, digitalizado o desplazado.

Figura 18. Hipoplasia del derecho y ausencia completa del pulgar izquierdo
Ausencia de pulgar, hipoplasia tenar (Garcia de Teresa, 2013 y Rossbach,
1966)

Figura 19. Hipoplasia bilateral del primer metacarpiano en nifia con AF.
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Columna: espina bifida, fusién vertebral, xifosis, agenesia o hipoplasia sacra.
Toérax: ausencia clavicular, deformidad de Sprengel, anormalidades costales.
Miembros toracicos: anormalidad humoral, hipoplasia o0 aplasia cubital,
braquidactilia, aracnodactilia.

Miembros pélvicos: enfermedad de Perthes, displasia o luxacién de cadera,
asimetria de extremidades inferiores, pie equino varo.

Rifidn y tracto urinario Rifidn ectdpico, en herradura, rotado, hipoplasico o ausente,

hidronefrosis, hidrouréter, reflujo, estenosis uretral.

A < i 1 o

Figura 20. Especimenes de rifion en “herradura” (Mouriquand, 2012)

Genital Hipogenitalismo, disgenesia gonadal.

Masculinos: micropene, hipospadias, pene con cuerda, fusion penoescrotal, fimosis,
criptorquidia, testiculos atréficos o ausentes.

Femeninos: ovarios displasicos o ausentes, Utero bicorne, hipoplasia o aplasia
uterina, atresia o hipoplasia vaginal, fusion o hipoplasia de labios vulvares.
Cardiologico: Persistencia de conducto arterioso, defecto septal ventricular,
estenosis pulmonar o aodrtica, atresia pulmonar, coartacion de aorta, doble arco
aortico, tetralogia de Fallot, cardiomiopatia.

Gastrointestinal: Atresia esofégica, atresia duodenal, atresia anal, atresia de vias
biliares, fistula traqueoesofagica, membrana duodenal, pancreas anular,

malrotacién intestinal, obstruccién intestinal.
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» Sistema nervioso central (SNC): Microcefalia, hidrocefalia, malformaciones
arteriales del SNC, hipdfisis anormal, ausencia de septum pellucidum/cuerpo

calloso, malformacién de Arnold-Chiari, ventriculo Unico, defecto del tubo neural.

Figura 21. Malformacion de Arnold-Chiari vista por tomografia craneal.

» Las principales manifestaciones orales asociadas a la AF notificadas en la literatura
fueron gingivitis (41,5%), periodontitis (22,3%), dientes rotados (22,3%) y agenesia

(2012%) (Garcia de Teresa, 2013 y Falci, 2011).

Resumiendo el proceso del diagnostico que se realiza inicialmente cuando se puede
sospechar de AF por las caracteristicas fisiondmicas del paciente, se pueden seguir los
pasos como se muestra en el diagrama de la figura 22, partiendo de la evaluacion de la
fragilidad cromosémica con mitomicina C (MMC) y diepoxibutano (DEB), (ésta técnica

se detallara mas adelante).
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Test de fragilidad cromosamica

(MMC yio DEB)
Megativo Positivo Dudoso
Mo hacer mas test a ;’,,.....-1.'.".---_“% Prueba de fragilidad
menos que haya i\ MLPAdirigidaa NGS para cromosdmica ne
sospecha clinica 1 mutaciones en dirigidas para fibroblastos de la
fuerte Y FAMCA y mutaciones de piel
it Lo v ofros sindromes
X de inestabilidad
cromosamica y
Secuenciacién vias de ’
MGE para genes et B L
AF conocidos

¢/ Evaluacidn de Y
] el L]
' numero de '
' duplicaciones a !

Figura 22. Diagrama de flujo para pruebas de laboratorio de anemia de Fanconi
(Marsh, 2015)

El fenotipo clinico es muy variable, por lo que el diagndstico se retrasa frecuentemente
hasta que la pancitopenia aparece, resultando mas complicado identificar la AF Gnicamente
con base a las manifestaciones clinicas por si solas. La hipersensibilidad de las células de
AF al efecto clastogénico del diepoxibutano, provee un marcador Unico para el diagnostico

antes del comienzo de las manifestaciones hematolégicas.

Los pacientes con anemia de Fanconi se presentan con varios defectos congénitos, sin

embargo, aproximadamente del 25% al 40% de los pacientes son fisicamente normales.
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Las caracteristicas fenotipicas se pueden agrupar en cuatro grandes grupos: 1) defectos o
anomalias fisicas existentes al nacimiento, 2) endocrinopatias, 3) anomalias hematoldgicas

y 4) aparicion de tumores sdlidos.

Aproximadamente la mitad de los individuos con AF tienen baja estatura, la etiologia de la
baja estatura en la AF es multifactorial, incluidas las causas no endocrinas y endocrinas
como la produccién insuficiente de la hormona de crecimiento y alteraciones tiroideas (torres,
2016). Incluso los individuos con AF sin endocrinopatias tienden a tener baja estatura, pero
es mas frecuente en quienes las tienen. Por lo tanto, la terapia de reemplazo hormonal no
siempre puede normalizar el crecimiento (pemyk, 2015. En un estudio se concluye que
aproximadamente el 61% de los nifios y 37% de los adultos muestran hipotiroidiSmo (rose,
2012 Ya en 1960 se habia sefialado que algunas caracteristicas de la FA, como la
criptorquidia (ausencia de uno o ambos testiculos en el escroto), la pigmentacion anormal
y el crecimiento atrofiado, pueden estar relacionadas con la disfuncién endocrina. También
se informaron otras anomalias endocrinoldgicas, que incluian deficiencia de la hormona
adrenocorticotrépica (ACTH). El hipotiroidismo puede deberse a la disormonogénesis y no
a la aplasia, ya que estudios de imagenologia tiroidea en pacientes muestra una glandula

localizada normalmente (vanmoud, 1998).-

La Trombocitopenia con ausencia de radio (TAR) es otro desorden recesivo autosémico
raro que se presenta al nacimiento o en la infancia temprana. Como el nombre lo indica, los
pacientes tienen trombocitopenia y defectos radiales como en la AF, sus pulgares se

presentan bilateralmente (vartinez, 1998), POr €S0 €s importante un diagnéstico diferencial.

Los pacientes con anemia de Fanconi presentan una hipoplasia de toda la hematopoyesis
por lo que se ven reducidas las lineas mieloides y la que se manifiesta primero suele ser la
trombocitopenia, anemia severa y granulocitopenia las cuales se manifiestan en forma de
sangrados e infecciones recurrentes en diferentes grados (viia, 1993). La mayor parte de los
pacientes con anemia de Fanconi desarrollan insuficiencia medular, pero la edad de

aparicion es variable, aun entre hermanos afectados.

La disfuncion endocrina esta muy extendida en nifios y adultos con AF; se ha expandido el
fenotipo de AF para incluir osteopenia/osteoporosis de inicio temprano y anomalias
lipidicas, pues hasta 92% de los pacientes mayores de 18 afios presenta osteopenia u
0Steoporosis i, 2007. Las anomalias mas comunes son la resistencia a la insulina en

primera fase, el hipotiroidismo primario leve y la disfuncion gonadal masculina (rose, 2012). El
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metabolismo anormal de la glucosa o la insulina esta asociado con la AF. A diferencia de la
insulina reducida en la diabetes, las personas con AF suelen tener un nivel mas alto de
insulina sérica. Aproximadamente el 8% de los individuos con AF se informa que son
diabéticos, mientras que hasta el 72% mostro un nivel elevado de insulina (ee, 2012). L0OS
pacientes con AF tienen un mayor riesgo de diabetes mellitus que la poblacion general. La
diabetes se puede presentar antes o después de un trasplante de células hematopoyéticas
y no se ha asociado con un genotipo de AF individual. La tendencia a la hiperglucemia se
debe tanto a un deterioro en la funcién de las células B como a la resistencia a la insulina

(Petryk, 2015)-

Las células humanas deficientes en AF también muestran una acumulacion de cuerpos
lipidicos (organelos nucleares y citoplasmicos que almacenan lipidos neutros). Algunos
investigadores sugieren que los cuerpos lipidicos (LD) pueden servir como biomarcadores

para enfermedades metabdlicas (sakai, 2019)-

En el contexto de que la disfuncion mitocondrial y el desencadenamiento del estrés celular,
tal como ocurre en la AF, el metabolismo lipidico est4 sesgado hacia la acumulacion de
lipidos y se observan cuerpos lipidicos en el citosol celular. Es de destacar que
aproximadamente el 50% de los pacientes con AF desarrollan un trastorno del metabolismo

de los II'pIdOS (Degan, 2019)-

Se ha encontrado contenido elevado de acetil coenzima A (AcCoA) en las células Fanconi,
debido a la actividad defectuosa de la oxidacion fosforilativa. Normalmente, el exceso de
lipidos es almacenado en la célula como triglicéridos y guardados en cuerpos lipidicos para
proteger a la célula de la lipotoxicidad. Por microscopia electréonica se ha observado un
incremento del doble de cuerpos lipidicos en linfoblastos con AF en comparacion con los

controles (pegan, 2019)-
Las anomalias en la pigmentacion de la piel se presentan en la mayoria de los pacientes

AF que presentan fenotipo clinico y son una razén fuerte para sospechar de la Anemia de

Fanconi.
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Figura 23. Hipermelanosis en biopsia de piel (Giler, 2007)

La proliferacion de las células germinales es defectuosa en hombres y mujeres con anemia
de Fanconi, y el mantenimiento de las células madre de la espermatogonia son defectuosas
en los hombres con Anemia de Fanconi. Casos no diagnosticados de anemia de Fanconi
pueden ser identificados a través de pruebas genéticas de las personas con formas
particulares de infertilidad (rsui, 2019).

El 70% de los casos de anemia aplasica adquirida se denomina idiopatica, sin identificar
una causa especifica o etiolégica. En algunas series se ha reportado historia de exposicion
a agentes téxicos y medicamentos entre el 15-20% (smer, 2004).

El fenotipo de las personas con anemia de Fanconi puede ser muy variable y esa es la
razén por la que es importante su diferenciacion de otras enfermedades que causen falla
medular. Aunque se conocen las caracteristicas tipicas de la anemia de Fanconi (baja
estatura, pigmentacion en la piel, anormalidades esqueléticas, etcétera), hay casos en que
las personas que poseen las mutaciones no manifiestan anormalidades explicitas como se
presenta en varios estudios en diferentes paises.
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Anormalidades NUmero de casos %

Pigmentacion de la piel (café au lait) 21 70
Baja estatura 20 66.7
Deformidad esquelética (ausencia de pulgar, 17 56.7

scoliosis vertebral, caderas, radio, y otros)

Microcefalia, microoftalmia 16 53.3
Deformidades del tracto renal y urinario 8 26.7
Anormalidades cardiacas 2 6.7
Pérdida de audicion 1 3.3

Sin anormalidades 10 33.3

Tabla 5. Frecuencia de anormalidades fisicas en anemia de Fanconi de acuerdo a un
estudio realizado en un hospital pediatrico de 2008 a 20016 (Al- doski, 2018).

También se encuentran anormalidades congénitas en el Sistema Nervioso Central en los
nifios con anemia de Fanconi, pero aun estdn poco caracterizadas, en especial
consideracién con ciertos grupos genéticos. Los pacientes con anemia de Fanconi tienen
mayor incidencia de neurohipéfisis ectdpica, hipoplasia de adenohipdfisis, y otras

anormalidades (ohnson-Tesch, 2017).

Se ha encontrado que en pacientes que han sido tratados con trasplantes de médula 6sea
hay una reduccién significativa en mediciones de funcion pulmonar (FEV1, FVC) después

de ser trasplantados o ser expuestos a radiacion respectivamente (ameziane, 2008)-

Existen casos en los que se descubren genes Fanconi en pacientes que no presentan
ninguna caracteristica fisiologica de la enfermedad, ni siquiera la fragilidad cromosémica
gue anteriormente era una prueba importante para el diagnéstico, si ho se descubren por
otros signos como la macrocitosis (asian, 2017) y raramente se considera para esta enfermedad

sobre todo por su baja incidencia.

Se han reportado con alta frecuencia casos de AF en un grupo de pacientes que presentan
azoospermia (7.1%). El screening para las variantes patogénicas de FANCA en dichos
pacientes tiene el potencial de identificar AF sin diagnosticar antes de la apariencia de otras

manifestaciones clinicas severas de la enfermedad (krausz, 2019)-
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3.2 Hematologico

El inicio de la enfermedad se presenta habitualmente en forma gradual y los sintomas se
relacionan principalmente al desarrollo de pancitopenia progresiva que implica recuento
bajo de todas las lineas celulares en sangre: eritroide, mieloide y megacariocitica. De
hecho, las manifestaciones hematoldgicas son semejantes a las que se observan en la
anemia aplésica adquirida, incluyendo disminucion de la celularidad en la médula 6sea y
citopenias en sangre periférica. Aparece principalmente como una anemia de
i

caracteristicas macrociticas hipo regenerativa con elevacion de expresion del antigeno

en los hematies, y trombocitopenia precediendo a la leucopenia (Lspez, 2004). En la mayoria de
estos casos, la historia natural es progresiva, y el espectro clinico incluye manifestaciones

no hematoldgicas y una predisposicion al cancer (anmed, 2009).

)

Figura 24. Imagenes de biopsia de médula 6sea normal y médula 6sea aplasica
respectivamente. Notese coOmo la masa celular es reemplazada por espacios de
grasa (Ahmed, 2009).

En la médula 6sea la proporcion entre tejido adiposo y tejido hematopoyético varia con la
edad y el hueso en cuestion. La médula 6sea del recién nacido es muy celular y apenas
contiene grasa. En un adulto normal y a nivel de la cresta iliaca se considera normal que
entre un 45 y un 50% del espacio intramedular esté formado por tejido hematopoyético
homogéneamente distribuido entre la grasa (acevedo, 1993. Las diferentes series

hematopoyéticas ocupan localizaciones diferentes en la médula 6sea.

La serie roja forma pequenios islotes separados de las trabéculas 6seas, con unas 20-40
células eritroides, y por lo com(n en contacto con macréfagos cargados de pigmento férrico

(Acevedo, 1993).
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Los sindromes de insuficiencia de la médula 6sea comprenden un grupo de diversos
trastornos unidos por su propension a causar hematopoyesis ineficaz e inadecuada anmed,
2000). LOS precursores pluripotentes desaparecen, quedando sustituidos por lagunas grasas,

provocando pancitopenia periférica.

Entre las lineas sanguineas afectadas se encuentran las plaquetas, cuya funcién principal
es limitar la hemorragia al revestimiento endotelial en el caso de dafio vascular. Asi pueden
observarse al inicio las manifestaciones atribuibles a una trombocitopenia como petequias
0 hematomas o episodios graves de epistaxis 0 sangrado gastrointestinal. Posteriormente
se hacen evidentes los signos de anemia que incluyen principalmente palidez, fatiga,

debilidad e hiporexia (iker, 2007).

Frecuentemente los pacientes con AF presentan macrocitosis, este término hace referencia
a un aumento en el tamafio de los eritrocitos, la macrocitosis no es una caracteristica
exclusiva de este tipo de anemia, pues se puede presentar como consecuencia de la
deficiencia de vitamina B12 y/o acido folico, asi como en otras anemias macrociticas de
etiologias variadas como el alcoholismo, farmacos, hipotiroidismo, enfermedad hepatica, y
los sindromes mielodisplasicos y con menos frecuencia por cardiopatias congénitas,
sindrome de Down y anemias hemoliticas. La macrocitosis se identifica en la biometria
hematica a través del parametro VCM (volumen corpuscular medio), o sea el volumen
promedio de los eritrocitos y se reporta en fL, cuando este resultado es elevado (>100 fL

aproximadamente), es un claro indicador de macrocitosis en la infancia.

A menudo hay trombocitopenia asociada con niveles elevados de hemoglobina fetal,
macrocitosis y neutropenia auerbach, 2009). La hemoglobina fetal difiere de la forma adulta de
la proteina en su mayor afinidad por el oxigeno y se produce a partir de los primeros dos
meses de gestacion icolaides, 1988). Las citopenias (valores bajos en los niveles de cualquier
linea celular sanguinea) deben ser persistentes y no secundarias a otra causa tratable. Por
ejemplo, en casos de infecciones bacterianas 0 virales (shimamura, 2002). Las citopenias
secundarias a infecciones son provocadas por citotoxicidad directa, o anticuerpos, y/o por
alteracion del estroma. Algunas bacterias y algunos virus promueven la supresion de la
médula por efecto directo o mediado por citoquinas, hemofagocitosis o, en otros casos,
destruccion inmune. Algunos farmacos como los quimioterapicos, linezolida, bortezomib,
tiazidas, etc, pueden producir citopenia por una accidén directa sobre los precursores

hematopoyéticos (riores, 2017)-
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En los cortes histologicos de médula 6sea pueden diferenciarse aspectos en laarquitectura
del tejido hematopoyético (islotes eritropoyéticos, mielopoyesis paratrabecular, etc.) y
aspectos citoldgicos de la eritropoyesis, mielopoyesis y megacariopoyesis que aportan
informacion fundamental de caracter diagnéstico. La hemoglobinizacién de la eritropoyesis
no es visible pero si lo es la basofilia de los precursores. La granulacion primaria o
especifica de la mielopoyesis tampoco se distingue, pero las granulaciones si (acevedo, 1993).
Caracteristicamente el examen de médula 6sea muestra depresion de las tres lineas
celulares, lo cual se correlaciona con el hallazgo de pancitopenia periférica. Algunos nifios
con anemia de Fanconi pueden presentar al inicio hipercelularidad de la médula 6sea a
consecuencia de hiperplasia eritrocitaria, haciéndose hipocelular en estadios avanzados de
la enfermedad.

Figura 25. Médula 6sea hipercelular (extraido de

http://atlas.gechem.org/es/component/k2/item/366-medula-osea-hipercelular
29/04/2019).
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Figura 26. Hiperplasia eritroide (Cipriani, 2005).

La anemia es de tipo cronica arregenerativa, esto quiere decir, que el descenso de los
niveles de hemoglobina (Hb) no se acompafia de una capacidad regenerativa normal de la
médula ésea sin aumento, por tanto, del nUmero de reticulocitos en sangre periférica (torres,
2004) Y €S generalmente normocitica o ligeramente macrocitica; el porcentaje de reticulocitos
es comunmente bajo, habitualmente se revela granulocitopenia con linfocitosis relativa (sier,
2007). LOS linfocitos son una linea celular encargada de mediar la inmunidad innata, dichas
células pueden elevarse frecuentemente en infecciones viricas como por virus de Epstein-
Barr, VIH 1 y hepatitis, 0 no viricas como toxoplasmosis, la brucelosis, la tuberculosis y la
sifilis secundaria; casusas no infecciosas como reacciones de hipersensibilidad,

cardiopatias y sindromes linfoproliferativos (sanchez, 2004).

Cuando se presenta pancitopenia cronica generalizada, se esta hablando de una
insuficiencia medular (fracaso en la funcion hematopoyética) que se manifiesta como
hipoplasia medular. La diferencia entre aplasia e hipoplasia medular es una cuestion de
grado, en funcién de la severidad de la pancitopenia. Frecuentemente el aspirado medular
es seco Y la biopsia revela una médula desprovista de células hematopoyéticas y constituida
por grasa, en la que se identifican aisladas células macrofagicas y células
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linfoides que en algunos casos aparecen formando pequefios agregados cuya presencia

ha sido relacionada con un peor prondstico (acevedo, 1993).

El fallo medular primario puede ocurrir a edad temprana, 0 mas adelante en el transcurso
de la vida, como manifestacion de varios sindromes hereditarios o bien puede ser
adquirido en cualguier momento de la vida, clasificandose asi en hereditarios o adquiridos
(Elena, 2017). La anemia de Fanconi es la patologia mas frecuente de falla medular por causas

hereditarias.

Las citopenias en los pacientes con AF justifican un examen de laboratorio completo para

eliminar otras causas tratables distintas de la insuficiencia medular primaria.

Neutréfilos <1500/mm? <1000/mm®  <500/mm® |
absolutos
Plaguetas 150,000-50,000 <50000/mm? <30,000/mm
mm?3
Hb 28g/L <8g/L <8g/L

Tabla 5. Clasificacion de la insuficiencia de médula 6sea por grado de citopeniay
hemoglobina (Shimamura, 2002).

Mutations
ConSt:tIUﬁVT DT)A r epa:r_defect. Progressive Mutant cells with a clonal
call.cytda sbiotmalitins, bone marrow failure advantage repopulate
cellular stress, the bone marrow,
and excess of cell death possibly leading to MDS/AML

Figura 27. Evolucion clonal espontanea frecuente en la médula 6sea de AF (Soulier,
2011).
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Los pacientes con AF tienen una disfuncién hematopoyética acumulativa, es decir, que la
médula pierde la capacidad de generar células sanguineas que va empeorando con el
tiempo, probablemente relacionada con un exceso de inestabilidad genética, estrés celular,
activacion de p53 y muerte celular. Esta disfuncion se demuestra intrinseca, por la excelente

eficacia del trasplante alogénico de células hematopoyéticas en esta poblacion.

En tal antecedente de hematopoyesis deficiente, las células AF de la médula Osea
experimentan una fuerte presion selectiva hacia la evolucion clonal, es decir, los cambios
genéticos en las células, que llevan a mutaciones en el clon original y a la aparicion de otros
nuevos y es probablemente favorecida por la inestabilidad cromosémica constitutiva,
incluso puede existir un cierto grado de diseritropoyesis (término empleado para referirse a
alteraciones en la serie roja), constante en la AF, pero esta no se considera parte del criterio
para el SMD. La mielodisplasia y las células de leucemia mieloide aguda (LMA) han

experimentado una evolucion genética clonal (soutier, 2011).

La AF debe ser planteada como una enfermedad crénica enfocada a la vigilancia
principalmente del tejido hematopoyético sin descuidar las demés morbilidades asociadas.
El curso natural de la enfermedad incluye un estado libre de alteraciones hematolégicas, un
estado preclinico con signos de la enfermedad, un estado con signos y sintomas y
finalmente el proceso hacia la muerte, cada parte tienen periodos de transicion. El promedio
de vida en los pacientes con AF es de 23 afios, el riesgo de muerte es de 81 % a los 40

afos, la mayoria muere por la falla medular (averbach, 2009).

Los pacientes con AF enfrentan un elevado riesgo de contraer sindrome mielodisplasico
(SMD) y leucemia mieloide aguda (LMA), se conocen mutaciones especificas relacionadas
a la frecuencia de evolucion clonal que desencadena estas enfermedades a consecuencia
de la fragilidad cromosOmica (arber, 2003 y Nufiez, 2012). Clinicamente, los pacientes con AF
experimentan SMD y LMA con la mayor frecuencia durante su adolescencia o juventud.
Estas enfermedades son a menudo, pero no siempre, precedidas por una fase hipoplasica
0 aplasica (souiier, 2011). Aproximadamente el 75% al 90% de los pacientes con AF presentan
insuficiencia en la médula 6sea, de leve a grave durante la primera década de vida (torres,
2016). LOS pacientes deben ser supervisados muy estrechamente para evaluar la posible
aparicion de SMD o de leucemia y para identificar la presencia de anormalidades

citogenéticas que puedan justificar una intervencion inmediata.

68



Anualmente deberéa realizarse una aspiracion de médula 6sea con o sin biopsia para
comparar la médula con las muestras anteriores del paciente. El SMD en AF a menudo se
presenta como citopenia refractaria con displasia multilinaje onis, 2008), CON 0 Sin exceso de

blastos (soutier, 2011).

Imagen 28. Hipoplasia medular en aspirado de médula 6seay de biopsia de médula

Osea respectivamente (Al-Doski, 2018).

Se recomienda la tipificacion HLA de alta resolucion temprana del paciente y de la familia
cercana para evaluar la disponibilidad de donantes de médula ésea potenciales por si fuera
necesario un trasplante.

3.2.1 Criterios Diagnésticos para la clasificacion de anemia aplasica

La anemia aplasica es el sindrome en el que hay pancitopenia debida a una disminucion
de la hematopoyesis en la médula 6sea; el hemograma muestra pancitopenia, con anemia
normocitica 0 macrocitica, y el resto de las series, aunque disminuidas, no muestran
alteraciones morfoldgicas. A continuacion, se describe la clasificacion de la anemia aplasica
en un esquema para complementar lo descrito por Shimamura, agregando la categoria de
mayor gravedad.
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MUY GRAVE

¢ Neutréfilos < 200/mm3

igual a la anterior mas

e neutréfilos < de 500/mm3,
plaquetas < 20,000/mm3
reticulocitos < de 1%.

* En Biopsia de hueso: Celularidad < de
25% 6 de 25a50% con < de 30%

.__de elementos hematopoyéticos.

e pancitopenia que no
cumple con los criterios
anteriores mas neutroéfilos
>500/mm3

(Camitta, 1976)

Se debe considerar el diagndstico de anemia de Fanconi en cualquier caso de aplasia
medular, también existen casos en los que se ha sugerido considerar una macrocitosis

inexplicada durante la infancia como para sospechar de anemia de Fanconi (asian, 2017)-

En un estudio realizado en la ciudad de México se encontr6 que las caracteristicas
hematolégicas coinciden con las reportadas anteriormente. Se encuentra que el 100% de
los pacientes cursaron con compromiso nutricional al momento del diagnostico, asi como
también un 22% se acompafié de retraso en el desarrollo psicomotor. El 33% con
alteraciones renales, siendo la principal ectopia renal (rorres, 2016)-

La causa exacta de estos defectos hematopoyéticos no estd clara, aunque evidencia
creciente sugiere una intolerancia subyacente de las células hematopoyéticas de AF al

estrés oxidativo (kee, 2012).
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3.3 Citogenético

3.3.1 Prueba de fragilidad cromosdmica

Esta prueba precede a una caracterizacion molecular, su uso continuo es consistente para
poder involucrar a los genes de Fanconi (snim, 2017). Uno de los rasgos caracteristicos son los
signos de rupturas cromosOmicas espontaneas o inducidas por clastogenos como
diepoxibutano, mitomicina C, cisplatino 0 mostaza nitrogenada (carcia, 2016). EStos estudios
suelen realizarse sobre linfocitos de sangre periférica o fibroblastos de piel. Esta

confirmacion puede ser compleja debido al mosaicismo SOMALICO (rorres, 2016)-

Se observa a la izquierda en la figura 29 un resultado negativo para ruptura cromosomica

y positivo a la derecha, se indica con flechas rojas

La anemia de Fanconi y su diagndstico estan bien caracterizados por observacion de la
fragilidad cromosOmica y aberraciones en las células de pacientes tratados con
qguimioterapia (ran, 2017. Durante mucho tiempo estudios mencionan que la prueba con
clastdgenos para identificar a la fragilidad cromosémica ha sido muy util para diferenciar a

la AF de otros trastornos con hallazgos similares como la disqueratosis congénita.

Figura 29. Prueba de sensibilidad a mitomicina C para fragilidad cromos6mica en

anemia de Fanconi, resultado positivo y negativo respectivamente (Al-doski, 2018).
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Figura 30. Fenotipo celular de la AF (Erickson, 2016).

Las aberraciones mas frecuentes involucran pérdida del brazo largo del cromosoma 7 o del
cromosoma completo (monosomia 7), ganancia del brazo largo del cromosoma 1, y
ganancia del brazo largo del cromosoma 3 (eveling, 2009)-

Una poblacion de células revertidas (células con fenotipo normal) puede ser detectada en
sangre periférica en cerca de 15 a 20% de los pacientes con anemia de Fanconi. Dicho
mosaicismo es usualmente encontrado por la presencia de una poblacién de células
resistentes al dafio del DNA durante el examen citogenético. En casos extremos, el
diagnostico de AF puede reportarse como un falso negativo, debido a dichas células que
no presentan el fenotipo caracteristico de la AF. Es importante hacer notar que los métodos
de secuenciacion masiva pueden ser alterados por este fendmeno. El tejido especifico que
sea empleado para la extracciéon de células y DNA es muy importante en el diagnéstico de
AF. Si los examenes de diagnostico de la sangre no resultaran concluyentes, o incluso si
fuese negativo, pero hay fuerte evidencia clinica de que el paciente podria tener AF,
deberan obtenerse fibroblastos de la piel para examenes mas completos (ranconi Anemia Research
Fund, 2008)-

Varios mecanismos de reversidbn han sido observados en células con mutaciones,

incluyendo recombinacion mitética.
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El mosaicismo ha sido asociado con un grado mas suave de falla medular, incluso hay
reportes de remision hematoldgica completa debida a la reversion al nivel de las células
madre. Esta reversion puede ocurrir mas preferentemente en pacientes heterocigotos para
mutaciones Fanconi y dependiendo de la linea celular, su cuadro clinico puede ralentizarse
0 mejorar (Gross, 2002)-

Aproximadamente 10 a 20% de los pacientes con AF tienen una forma de mosaicismo en
la cual los cultivos de fibroblastos muestran rupturas cromosémicas incrementadas,
mientras que los linfocitos no. El porcentaje de células normales en la sangre de estos
pacientes tiene un rango de entre 50% a 100% varsh, 2015. Como las células de la médula
Osea estan involucradas en el desarrollo de leucemia, su estado puede no ser generalizado
por los resultados en los linfocitos.

El laboratorio debe también obtener medidas o0 una comparacion de ruptura cromosémica
basal mediante la evaluacién de células que no han sido tratadas con MMC y / o DEB. Estos
hallazgos pueden ayudar a guiar el seguimiento de las pruebas moleculares, pues la medida
de fragilidad cromosémica puede variar marcadamente entre las mutaciones de diferentes
grupos de complementacién. Por ejemplo, pacientes con mutaciones en el gen FANCD1
tienen niveles mas elevados de rupturas cromosémicas comparados con otros grupos de

pacientes AF (varsh, 2015).
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Figura 31. Fenotipo celular de células de tipo salvaje (WT) comparadas con las que
tienen mutacion en FANCA y BRCA2 expuestas a dosis de mitomicina C. (Navarro,
2006) Se sefialan las anomalias provocadas en el cromosoma a diferentes dosis de

MMC en células mutantes.

3.4.2 Analisis por bandeo con Giemsa

Siguiendo el diagndstico de AF, los cromosomas de las células de la médula 6sea de estos
pacientes deben ser analizado usando el bandeo de Giemsa (esta técnica marca el
cromosoma con bandas coloreadas y es utilizada para obtener el patrébn Unico y
caracteristico de tincibn en cada cromosoma) para determinar cual clona con
anormalidades cromosémicas adquiridas esta presente, y si lo esta, caracterizar esas
anormalidades (marsh, 2015).
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Al menos 20 células diferentes en la metafase del ciclo celular deberian ser analizadas con
la técnica mencionada, siguiendo después el procesamiento de células adicionales si es

necesario.

» Los cromosomas de las células normales y anormales deben ser documentadas con
cariogramas (imagenes digitales o fotografias de los cromosomas con cada par
alineado en orden numérico hasta el XX o XY).

» Los resultados deben ser sintetizados usando la nomenclatura estandar encontrada
en la versibn mas reciente del Estandar Internacional para Nomenclatura

Citogenética (ISCN) (siovak, 2013).

Aungue como ya se ha mencionado, la prueba de fragilidad cromosémica con DEB y MMC
es la primera mas utilizada, algunos laboratorios diagnostican AF midiendo la cinética del
ciclo celular, en linfocitos tratados con un mitégeno y agentes inductores de ICLs. Los
linfocitos normales (que no tienen ningln dafio) van a progresar durante todas las fases
normales del ciclo celular, (fases Gapl (G1) - Sintesis (S) 2> Gap 2 (G2) 2> Mitosis (M))
sin algun retraso significativo. Por otro lado, las células que tienen dafio en el DNA se
detendran en la fase G2 del ciclo para reparar el dafio antes de progresar a M. Debido a
gue las células AF tienen mas dafio sin reparar después del tratamiento con agentes
inductores de enlaces cruzados (ICLs), un elevado porcentaje de células (aproximadamente
40% o mas) de pacientes con AF seran detenidas durante la fase G2 comparadas con las

células de los pacientes sin AF (varsh, 2015).
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Figura 32. Esquema del posicionamiento de los cromosomas en la célula

durante las diferentes fases del ciclo celular (O’Connor, 2010)

Ademas de las anomalias hematoldgicas y el aumento de la susceptibilidad al cancer, los
individuos con AF presentan otros problemas clinicos, como la pérdida y las anomalias

auditivas, asi como problemas de fertilidad.

La primera prueba que debe ser utilizada para diagnosticar AF es el de fragilidad
cromosomica, la cual se realiza en una muestra de sangre de una paciente en un laboratorio
de citogenética. Primero se cultivan linfocitos del paciente con una sustancia llamada
mitégeno de células T, el cual estimula a estas células a dividirse. Seguido, este cultivo se
trata con agentes que inducen los ICLs, los mas utilizados son la mitomicina C (MMC) y el
diepoxibutano (DEB) arsh, 2015)-
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3.5 Diagndstico Prenatal

El diagnéstico prenatal esta indicado en los embarazos en los que el feto tiene un riesgo
del 25% de padecer la enfermedad. El consejo genético es la parte mas importante de
cualquier procedimiento de diagndéstico prenatal. La familia que tiene un miembro
diagnosticado de AF debe conocer perfectamente el modo de herencia de la enfermedad y
la posibilidad del diagnostico prenatal con los riesgos que el procedimiento conlleva. El
diagnostico se realiza con los test de fragilidad cromosomica clasicos, realizados en
muestras de vellosidades corionicas, sangre umbilical percutdnea o células fetales
obtenidas por amniocentesis aproximadamente a partir de las 10-12 semanas de gestacion

0 amniocentesis a las 16-18 semanas de gestacion (sagaseta, 2003)-

La AF se puede relacionar con alteraciones en el crecimiento tanto prenatal como postnatal.
Las medidas de talla, peso y circunferencia de la cabeza con pacientes AF en el IFAR esta
cerca al percentil 5, es decir que hasta 51% de los pacientes son pequefios para la edad

gestacional wajnrajch, 2001)-

3.6 Diagnoéstico Molecular

Para Determinar el gen responsable de la enfermedad de un paciente con AF, se debe
realizar la caracterizacion del gen involucrado en la enfermedad. Este test es confirmatorio

y sirve también para considerar nuevas opciones de tratamiento.

El diagnostico de una predisposicion a una malignidad hematoldgica genética nos
proporciona informacion para las opciones terapéuticas, riesgo de complicaciones
relacionadas al tratamiento, la seleccién de un donador de células madre hematopoyéticas,
evaluacion de comorbilidades, y estrategias de supervivencia para lograr una mejora
clinica. Los sindromes de inestabilidad del genoma no reconocidos pueden impedir el
tratamiento racional del cancer, por mencionar un caso reportado en el que un paciente de
33 aflos tratado con quimioterapia, desencadend mielotoxicidad fatal y se realizd el
diagndstico de AF post mortem debido a que presentaba caracteristicas sospechosas (engel,

2019).
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La funcion de los genes de AF puede ser afectada por numerosos tipos de mutaciones
deletéreas, tales como sustitucién de pares de bases, deleciones pequefias de so6lo un par
de bases, deleciones grandes que incluyen cientos de miles de pares de bases de DNA e
inserciones. Varios de estos tipos de mutaciones tienen implicaciones para las pruebas que

se realizan para diagnosticar la AF (varsh, 2015).

La caracterizacion de los genes implicados en cada caso de anemia de Fanconi se puede
realizar por técnicas de biologia molecular, actualmente es muy utilizada la técnica MLPA
(Amplificacion de sondas dependientes de ligandos multiples), técnica con la cual se
pueden identificar y cuantificar mutaciones puntuales o aberraciones en genes completos.
Consiste en hacer una amplificacion por medio de PCR de los genes implicados con sondas
especificas marcadas divididas en dos partes mas una ligasa especifica para la secuencia
gue se busca y se realiza una identificacion por medio de electroforesis capilar y se
comparan los resultados con un control para ver si la mutacién se encuentra o no, y €n caso

de encontrarse si esta en la cantidad normal o si hay copias de mas (ameziane, 2008)-
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Figura 33. Esquema que explica el procedimiento multiplex ligation-dependent
probe amplification (MLPA) (schouten, 2002).

Las pruebas genéticas deben considerarse parte de la rutina para pacientes que son

sospechosos de tener una neutropenia primaria después de que se descarten causas
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adquiridas. La neutropenia persistente sin una causa aparente, historia familiar de leucemia
mieloide aguda o de algun sindrome de neutropenia deben hacer considerar un sindrome

hereditario (rurutani, 2019)-

Estudios recientes han demostrado que la progresion clinica de la enfermedad puede ser
influenciada por las variaciones inter- e intragénicas, enfatizando la importancia de
identificar los grupos de complementacion (chandra, 2005). S€ han utilizado virus como vectores

en células in vitro para expresar y asociar genes con un fenotipo especifico.

3.6.1 Opciones disponibles para diagndstico molecular

En cerca del 10% de los pacientes afectados con AF el diagndstico se retrasa hasta la
adultez, y los sintomas presentes en estos casos “ocultos” de Anemia de Fanconi es a

menudo tumores soélidos y la toxicidad relacionada al tratamiento del cAncer (krausz, 2019).

La secuenciacién de Sanger de genes individuales puede ser efectiva cuando se sospecha
de un gen en particular, o cuando se ha realizado un screening en los familiares y se tiene

alguna mutacién conocida.

El andlisis focalizado multiplexado con paneles de secuenciacion de nueva generacion
(NGS) para los genes de neutropenia multiple generalmente es rentable y eficiente debido
a la gran variabilidad y la superposicién en los fenotipos clinicos entre diferentes trastornos
de neutropenia. Sin embargo, la utilidad de cualquier panel genético dirigido depende del
conjunto especifico de genes incluidos (que son variables entre paneles), la cobertura de
las regiones codificantes y las regiones patégenas no codificantes, y el analisis posterior a

la secuenciacion.

Para aquellos pacientes en los cuales la o las causas genéticas no han sido identificadas
por otros métodos como la secuenciacion completa del exoma (WES) y secuenciacion
completa del genoma (WGS) pueden ser herramientas poderosas. En WES, lo exomas son
secuenciados usando técnicas de nueva generacion que pueden identificar mutaciones en
genes RNA codificantes y no codificantes (urutani, 2019, Pero la cobertura de los genes
deseados puede ser variable rausz, 2019). La Secuenciacion masiva del exoma no sélo plantea
una forma mas rapida y eficaz para el subtipaje de los pacientes AF, sino que permite
descartar diferentes genes AF e identificar nuevos genes AF a partir de una muestra de
DNA.
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La secuenciacién completa del genoma (WGS) es frecuentemente realizada en laboratorios
de investigacion y puede evaluar el contenido no exénico perdido por WES, o las variantes
no codificantes como las mutaciones no intronicas y mutaciones en regiones de promotores

y potenciadoras.

Estas dos ultimas técnicas mencionadas son muy Utiles para identificar mutaciones poco
frecuentes.

La llegada de la técnica PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) ha presentado la

oportunidad de un diagndstico genético en la preimplantacién combinada (veriinsky, 2001).-

Secuenciar una triada (madre, padre y el probando afectado), y/o a un familiar adicional
afectado o no afectado puede ser util para determinar cual de las variantes coincide con el
fenotipo clinico, aunque si se encuentra una penetrancia variable (variacion del tipo y

severidad de las manifestaciones clinicas), puede haber confusion en el andlisis (ruwrani, 2019).

Los analisis de microarreglos cromosomicos (CMA) es otra técnica que puede ser usada
como primera estrategia para identificar deleciones y duplicaciones en los genes
relacionados a Anemia de Fanconi. Hay varios tipos de microarreglos disponibles, dos de
los cuales nos referimos cominmente como arreglo de comparacion gendmica (aCGH) o
SNP (polimorfismo de nucle6tido simple). Similar a los NGS (next generation sequencing o
secuenciacion masiva paralela) los microarreglos pueden ser dirigidos para deteccion de
deleciones y duplicaciones (variantes en numeros de copia [CNV] o aberraciones en
namero de copias [CNA]) con un conjunto de genes conocidos, o pueden ser disefiados
para detectar estos CAN en cualquier sitio del genoma. Tiene alta sensibilidad y es capaz
de detectar cambios tan pequefios de hasta 5-10 Kb de tamafio, y una resolucion 1000
veces mayor a la que se consigue en un cariotipo convencional gatir, 2015. La técnica CMA

puede ser aplicada al diagndstico prenatal o postnatal con beneficios UNnicos (marsh, 2009)-

Las amplificaciones de sondas dependiente de ligandos multiples (MLPA) es un analisis
relativamente simple basado en el método de PCR para detectar cambios en el nUmero de
copias del DNA cromosomal en mudltiples objetivos, la amplificacion en una sonda es
dependiente de el paso de ligacion, el cual puede ocurrir si el DNA objetivo esta presente
en la muestra. Para una secuencia corta de DNA, dos sondas adyacentes son disefiadas

para tener la secuencia primer directa y reversa respectivamente (Hogervorst, 2003).-
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Entre otras pruebas encontramos al test de complementacién retroviral, donde, la
combinacion del andlisis por inmunoblot y la correccion fenotipica de células AF mediada
por retrovirus, permite lograr un método rapido de clasificacién (pusipher, 1988). La prueba de
complementacion, también llamado test cis-trans, sirve para determinar cuéles dos
mutaciones estan asociadas al fenotipo presente en dos diferentes formas del mismo gen
(alelos) o si son variaciones de dos diferentes genes. La prueba de complementacion es
relevante para genes recesivos, que causa la expresion del rasgo recesivo, y esta prueba
también puede determinar cudl de los rasgos recesivos se expresaran en la siguiente

generacion.

3.7 Nuevas perspectivas de diagnostico

Los estudios de protedmica cuantitativa combinada con analisis bioinformaticos son utiles
para la identificacion de biomarcadores proteicos y vias asociadas a la anemia de Fanconi
y Anemia aplasica. Algunas proteinas expresadas diferencialmente (DEPs) es decir
expresadas en diferentes condiciones para ser estudiadas, son criticas como ENO1, PGK1,
ACTC1, ACTLB2, EEF1A1, y CFL1, pues muy probablemente cumplen papeles importantes
en AF y pueden ser utilizadas como marcadores para diagnéstico temprano y para distinguir

la anemia de Fanconi de la Anemia aplasica adquirida (ou, 2018).

4. Tratamiento

El tratamiento para pacientes con anemia de Fanconi va a depender del cuadro clinico que
presenta cada paciente, pues debemos recordar que existen diferentes fenotipos afectando
diferentes organos y tejidos dependiendo de las mutaciones en el paciente. Algunos
pacientes presentan signos de falla medular desde la infancia y muchos en otras etapas de
la vida incluso en la adultez. En cambio, hay casos en los que el primer signo es la aparicion

de algun tumor soélido en la adultez, anomalias renales o problemas de fertilidad.

El tratamiento de la anemia de Fanconi se dirige principalmente al fallo medular,
constatandose respuestas temporales a factores de crecimiento (eritropoyetina [EPQO],
factor estimulante de colonias de granulocitos [G-CSF] o andrégenos). Sin embargo, el

tratamiento potencialmente curativo es el trasplante alogénico de médula 6sea de
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donantes familiares o no emparentados HLA idénticos, empleando regimenes de
acondicionamiento con dosis reducidas de quimio o radioterapia. Sin embargo, esto no
corrige la elevada propension de desarrollar neoplasias en otros érganos y tejidos. Nuevos
avances terapéuticos incluyen la seleccion genética de donantes familiares para trasplante

alogénico y la terapia génica (epez, 2004).

El manejo sintomético de la pancitopenia en los nifios con anemia de Fanconi es semejante
al que se utiliza en nifios con anemia aplasica adquirida e incluye transfusion de eritrocitos
y plaguetas cuando se encuentran indicados ier, 2007). El trasplante de médula 6sea para
pacientes con un donador con HLA idéntico de un hermano ha sido durante mucho tiempo
muy util y disminuye la fatalidad en estos pacientes. Sin embargo, en varios casos la muerte
es causada por el rechazo del trasplante. La enfermedad de injerto contra huésped (GvHD)

es una complicacion grave asociada con los trasplantes alogenicos (ensen, 2019).

4.1 Actuales

4.1.1 Trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH)

En la naturaleza, pueden pasar tres cosas a las células progenitoras hematopoyéticas con
anemia de Fanconi, y dos de ellas son indeseables. Las células hematopoyéticas
progenitoras llevan un buen camino algunas veces. Aqui, una sola célula de Fanconi puede
mutar de una forma que cause reversion de la mutaciéon de uno de los alelos de Fanconi
(mosaicismo). En algunos casos este mosaicismo ocurre in Gtero, y la progenie de la célula
madre mutante reemplaza el sistema hematopoyético entero en gemelos (agby, 2018). LO otro
gue puede pasar es la muerte de las células progenitoras que lleva finalmente a la fala
medular, la cual es la complicacibn mas comun en la vida temprana de los pacientes con
anemia de Fanconi. Las células neoplasicas pueden mutar de forma que se vuelven
resistentes a factores que antes las mantenian controladas, lo cual las hace abrirse paso

en la médula.

Trasplante de células progenitoras hemapoyéticas (TCPH) de donante relacionado:

tratamiento de primera linea en:

- Pacientes pediatricos o adultos hasta 50 afios
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- Ausencia de comorbilidades significativas
- Presencia de un donante familiar histoidéntico

- Tratamiento inmunosupresor (IS): en pacientes sin indicacion de TCPH o que no cuenten

con donante histoidéntico relacionado.

(Elena, 2017)

Conseguir un donante de médula ésea compatible es dificil, ademés de que requiere tiempo
gue puede ser vital para el paciente, una vez que se realiza el trasplante es necesario llevar
a cabo un seguimiento de su salud, complementando con otras terapias para tratar los
sintomas y malestares que pueda desarrollar. Por otro lado, se ha reportado que los
pacientes que son trasplantados son mas propensos a desarrollar otros tumores solidos en
diferentes tejidos. Los pacientes que reciben muchas transfusiones de glébulos rojos
afrontan el riesgo de acumular niveles de hierro téxicos. El higado, el corazén y los 6rganos
endocrinos son sitios primarios para la acumulacion de hierro, de la que podria resultar
dafios a los érganos receptores (es decir, cirrosis hepatica, paro cardiaco o disfuncién
endocrina).
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Figura 34. Algoritmo de tratamiento de la aplasia medular (Nufiez, 2012).

El trasplante de médula Gsea en nifios con anemia de Fanconi ofrece la Unica posibilidad
de curaciéon de la anemia aplasica. Sin embargo, existe el riesgo de que el tratamiento
quimioterapéutico y/o la radiacién puedan acelerar el desarrollo de neoplasias secundarias
en estos pacientes ier, 2007). La terapia citotdxica de dosis alta utilizada en el TCPH se
asocia con tumores malignos secundarios en la poblaciéon sana, aunque puede que la
inestabilidad cromosémica subyacente de la AF desempefie el papel mas importante en el
desarrollo de tumores solidos que el trasplante de células hematopoyéticas uter, 2003).
Ademas, los pacientes con AF tienen una funcion inmunitaria normal después del trasplante
y tienen el potencial de mejorar la vigilancia inmunoldgica. Sin embargo, se requieren mas

estudios que evaluen el papel del TCPH en el desarrollo del cancer en la AF.

El trasplante de células del cordon umbilical y de médula 6sea HLA compatible se ha

mantenido siendo la Unica opcion curativa, sin embargo, s6lo aproximadamente un tercio

85



de los pacientes tienen la posibilidad de encontrar un donador HLA compatible puiiam, 2008)-
La movilizaciébn de las células hematopoyéticas adecuadas en pacientes AF es un

prerrequisito clave para una coleccién no invasiva.

4.1.2 Manejo de neoplasias asociadas a anemia de Fanconi

La quimioterapia convencional no solo tiene el potencial para causar dafio al DNA, también
puede conducir a una morbilidad y mortalidad considerable en ésta fragil poblacion. La
azacitidina (HCT) es la terapia definitiva para pacientes con anemia de Fanconi y leucemia
mieloide aguda. Los agentes citotdxicos convencionales causan un dafio potencial al DNA,
y actualmente, no se ha establecido un régimen para estos pacientes antes de la
azacitidina. En pacientes con anemia de Fanconi la azacitidina puede ser considerada una

alternativa a la quimioterapia convencional (ping, 2017).

Ejemplo de HNq Cisplatina, BCNU, MMC Psoralen, 8-
compuesto Melfalalan carboplatina carmustina metoxipsoralen
clorambucil

Secuencias 5-GNC-3 3- 5-GC-33 3- 5-G-33-C-33 5-CG-33- 5TA-33IF-AT-H
entrecruzadas CNG-%’ CG-5 GC-%
(ICLs)
Distorsion Variable Mayor, Desconocida Modesta Mayor, sin

dobleces dobleces
Fraccion de 1-5 2-5 3-8 5-13 Mas de 40
ICLs (%)
Otras lesiones  Mono-aductos  entrecruzamie  Mono-aductos, Monoaducto  Mono-aductos
mayores ntos internos entrecruzamie s, ROS

ntos
Usos Tumores Ovario, Glioblastoma Gatrointesti  Vitiligo,
quimioterapéut linfoides testiculo, nal, seno, psoriasis,
icos pulmén vejiga linfoma T
cutédneo

Tabla 6. Propiedades de diferentes clases de agentes que provocan

entrecruzamientos en el DNA (Wang, 2010).
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En la tabla 6 se resumen las caracteristicas de algunos de los agentes utilizados en la
terapia del cancer y/o para estudios experimentales de ICL. Las diferentes fuentes de
reticulacion producen diferentes rangos de estructuras de DNA aberrantes de las cuales las

ICL siempre componen la fraccion menos abundante wang, 2010).

La anemia de Fanconi esta asociada a un riesgo incrementado de desarrollar Cancer de
cabeza y cuello escamoso (HNSCC) y presenta un dilema en el tratamiento debido a la

toxicidad incrementada de la quimioterapia y radioterapia wang, 2010).

El tratamiento con supresion inmune y trasplante de médula 6sea ha mejorado las tasas de
mejora y la supervivencia de pacientes con anemia aplasica La medicién de la respuesta
requiere puntos finales que se guarden a puntos especificos. No ha habido actualizaciones

en estos pardmetros en pacientes con anemia aplasica.

Se recomienda la tipificacion ALH (Antigenos leucocitarios humanos) de alta resolucion
temprana del paciente y de la familia cercana para evaluar la disponibilidad de donantes de

médula ésea potenciales por si fuera necesario un trasplante.

En una proporcién de pacientes con desérdenes no malignos a los que les han realizado
donacion de células hematopoyéticas se ha encontrado un “quimerismo mixto” (MC) que es
la presencia simultanea de las células derivadas de las células hematopoyéticas tanto del
paciente como del donador. En los pacientes AF, el MC podria tener implicaciones unicas
y la existencia persistente de células AF representa un dilema en el manejo de estos
pacientes, pues las células AF que persisten podrian teéricamente evolucionar a en una
clona maligna. Finalmente, en un estudio se concluye que el quimerismo combinado en

pacientes AF no parece tener un efecto adverso al finalizar su seguimiento (ayas, 2018).

De cualquier modo, la existencia de una poblacion de células sanas ha sido asociada con
un riesgo incrementado de falla de injerto en el trasplante de médula ésea. Los linfocitos
revertidos son mas resistentes al régimen usado en AF y pueden sobrevivir al rechazo

inmunolégico de la médula ésea (macwilian, 2000)-
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4.1.3 Manejo farmacologico

Habitualmente se usa la oximetolona. Aunque hay datos de mejora en los pacientes
tratados con este farmaco, la oximetolona tiene efectos secundarios que resultan mas
molestos en nifias y mujeres, por lo que se llega a usar también el danazol que supone
menos efectos masculinizantes. También se llevan a cabo ensayos con otros andrégenos
como la oxandrolona. Hay que mencionar que estos tratamientos se relacionan con
problemas de hepatotoxicidad que pueden llegar a ser graves (ran, 2017). También se llega a

utilizar la ciclofosfamida de forma complementaria.

Los andrégenos (para promover la generacion de glébulos rojos) utilizados en la AF pueden
afectar el crecimiento y la maduracion ésea y alterar la altura del adulto. Aunque los
andrégenos de baja dosis utilizados en el retraso constitucional mejoran el crecimiento, los

androgenos tienen el potencial de acelerar la maduracion epifisaria (petyk, 2015).

Algunos medicamentos (p. Ej., Corticosteroides para suprimir la enfermedad de injerto
contra huésped) o la radioterapia utilizada durante el trasplante halogénico pueden afectar
la funcion tiroidea o gonadal y afectar el crecimiento. Ademas, la irradiacion corporal total
utilizada en la preparacién para trasplante halogénico afecta directamente el potencial de

crecimiento de la columna vertebral petryk, 2015).

Desde que los pacientes con AF son hipersensibles a los agentes inductores de ICLs,
requieren un régimen modificado previo al trasplante con una dosis de ciclofosfamida menor

de lo usual o menor dosis de agentes quimioterap€uticos (esmer, 2004).

El uso de la cafeina en células AF, aun cuando han sido tratadas previamente con MMC
(mitomicina C), aumenta significativamente su sobrevida celular, lo cual sugiere que la falla
en el evento de reparacion de estas células puede definirse por un efecto en alguna via
bioguimica basica. Se piensa que la cafeina puede potenciar o proteger el dafio

cromosomico, segun las condiciones de cultivo celular o, 2016)-

4.1.4 Manejo de anomalias hormonales

La anemia de Fanconi frecuentemente se asocia con retraso del crecimiento. Se ha descrito
la deficiencia de la hormona del crecimiento bioldgico, aislada o asociada con anomalias

de tirotropina, y sindrome de interrupcion del tallo hipofisario en imagenes de
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resonancia magnética de 5 pacientes con anemia de Fanconi. El tratamiento con hormona
de crecimiento produjo un crecimiento de recuperacion en todos los casos. La posibilidad
de que la terapia de reemplazo de la hormona del crecimiento humano (GH) pueda
aumentar el riesgo de recurrencia del cancer en un nifio que ha sido tratado previamente
por un tumor cerebral o leucemia, o inducir cancer de novo, ha preocupado a los pediatras

durante varios afnos (shaet, 1979).

En algunos casos no se ha encontrado ninguna evidencia de aceleracioén del crecimiento
en respuesta al tratamiento a largo plazo con hormona de crecimiento (GH) y tampoco
efecto sobre la anemia. La respuesta a la terapia con oximetolona ha sido mucho mas
sorprendente en la tasa de crecimiento, la funcién epifisaria y la mejora en los parametros
hematoldgicos (cieadnil, 1975). Un estudio indica que aproximadamente el 44% de los pacientes

presentan una respuesta anormal a el tratamiento con GH wajnrajch, 2001).-

4.1.5 Manejo de neoplasias asociadas a AF

El carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC) es el cancer sélido mas
comdn en estos pacientes, con un riesgo incrementado 700 veces. Una proporcion
considerable de pacientes es diagnosticada en etapas avanzadas de la enfermedad, los
cuales son tratados con combinacion de cirugia, radioterapia y cisplatina. Esta combinacion

es efectiva pero menos de la mitad de los pacientes llegan a curarse (veragen, 2018).-

La prognosis y tratamiento terapéutico de la AF y anemia aplasica adquirida (AA) son
diferentes, sin embargo, frecuentemente ocurre que el tratamiento es incorrecto o se atrasa

porgue los sintomas son muy similares a los de la anemia aplasica (ou, 2018)-

La introduccion de fludarabina (Fludara) en los protocolos de trasplante de células madre
hematopoyéticas de AF ha seguido produciendo mejorias dramaticas en los resultados de
los pacientes. Como resultado de lo anterior, el trasplante de células madre entre donantes
no relacionados o no compatibles es una opcién de tratamiento muy real para cada vez un

mayor numero de pacientes con AF (ranconi Anemia Research Fund, 2008)-

El efecto principal de andrégeno-terapia consiste en aumentar la hemoglobina, aunque
también puede mejorar el recuento de plaquetas. La andrégeno-terapia debe considerarse
cuando la hemoglobina del paciente cae por debajo de los 8 g/dl o si el recuento de

plaquetas es inferior a 30000/mma3. Puesto que no hay pruebas de que los andrégenos
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puedan impedir la insuficiencia medular, el tratamiento se inicia cuando las citopenias

descienden a niveles clinicamente significativos.

Se ha reportado un caso de reconstitucion hematopoyética en un nifio con AF severa tras
recibir un trasplante de células crio preservadas del cordén umbilical de una hermana que
mostré no ser afectada por la enfermedad mediante diagnéstico prenatal, teniendo un
cariotipo normal y teniendo un HLA idéntico al del paciente. Se ha usado un proceso de
“pretrasplante” desarrollado especialmente para el tratamiento de estos pacientes, esta
técnica hace uso de la hipersensibilidad de las células anormales a los agentes alquilantes

que “enganchan” el DNA y a la radiacion iiane, 2011)-

4.1.6 Factor estimulante de colonias

Los factores de proliferacion para las células madre hematopoyéticas solos o en
combinacion con andrégenos son beneficiosos en la mejora de las cuentas de neutrofilos
en algunos pacientes. De cualquier modo, estos deben ser descontinuados si hay evidencia
de evolucion clonal. El Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una
terapia aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para la movilizacion de células
madre hematopoyéticas (HSC) y células progenitoras para el trasplante autologo en varias

formas de manifestaciones clinicas (puiiam, 2008).

Una movilizacion pobre de las células hematopoyéticas representa un riesgo para la
recoleccion de las mismas durante la aféresis, por lo cual es importante asegurar la

efectividad de los farmacos utilizados para este fin.

Ensayos previos en pacientes con AF usando una extendida administracion de G-SCF
moviliza un nimero limitado de células CD34. En un estudio se examind cuantitativamente
la capacidad repobladora de la médula 6seay la movilizacién en sangre periférica en células
de tipo salvaje (WT o wild type) y AF singénicas de raton. Como se esperaba, ambas células
FANCA y FANCC tienen una disminucion significativa en la repoblacion de la médula 6sea
comparada con la capacidad repobladora de las células WT de ratén cuando se les
administra AMD3100. La interaccién entre el estroma de la médula 6sea y las células
hematopoyéticas mediado por CXCR4 (quimiocina tipo 4), juega un papel importante en la
quimiotaxis de las HSC y su retencién en la médula. AMD3100, un derivado biciclico, es

un antagonista competitivo de esta interaccion (uiiam,
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2008). Actualmente ya se han reportado casos en los que el farmaco Periflaxor (nombre
comercial para AMD3100) produce un incremento marcado de la movilizacion de las HSC,
seguido de la recuperacion exitosa del paciente 1 afio después del trasplante (nadeau, 2015).

Una limitante al aplicar esta tecnologia en pacientes AF, es la inestabilidad del factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) para movilizar nUmeros suficientes de
células madre progenitoras de la médula 6sea a la sangre periférica. Ya sea que el bajo
namero de células CD34+ es un resultado de hipoplasia medular o la inhabilidad del G-
CSF para movilizar adecuadamente las células hematopoyéticas queda bien entendido

(Pulliam, 2008)-

Se ha demostrado en un protocolo validado de transduccion de G-CSF en células de
ratones que después se trasplantan a los ratones con Anemia de Fanconi corrigen el
fenotipo de células progenitoras cultivadas in vitro. Las células corregidas se abren camino
entre las células enfermas en ratones inmunodeficientes, lo que da una nueva perspectiva

terapéutica para los pacientes con anemia de Fanconi (o, 2017).

También al estudiar el efecto del tratamiento con andrégenos, se ha observado que mas
del 75% de los pacientes presentan al inicio algin grado de mejoria hematoldgica: se
incrementa la cifra de reticulocitos seguida del aumento de hemoglobina, leucocitos y
plaquetas. Sin embargo, es muy dificil mantener una respuesta sostenida al tratamiento

(Garcia, 2016)-

En los cultivos celulares se constata una disminucion de colonias formadores de unidades
eritrocitarias (CFU-E) y colonias formadores de unidades granulociticas y monociticas
(CFU-GM) como expresion de la alteracion de ambas series eritropoyética y
granulopoyética, anomalia de respuesta de CFU-GM por alteracion en la célula madre
pluripotencial, aumento en la produccion de eritropoyetina (EPO) y aumento de Factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) en relacion con disminucion de interleucina 6 (IL-6) (sagaseta,

2003)-

4.2 Nuevas perspectivas terapéuticas

Actualmente no hay tratamiento disponible o establecido para la cura de la enfermedad.

Diferentes ensayos clinicos para AF estan en proceso, enfocandose en las vias de
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reparacion del DNA, edicidn genética, desarrollo de antioxidantes, inhibicion de la apoptosis
reduciendo los valores de TNFa (Factor de necrosis tumoral alfa) y usando CRISPR (siddiqui,

2019).

La caracterizacién genética de los pacientes con AF es esencial para desarrollar terapias,
incluyendo el trasplante de células hematopoyética de algin hermano después de la
seleccién embrional, terapia génica, o edicién del genoma usando recombinacion genética

0 nucleasas disefiadas (gogliolo, 2015)-

La terapia génica es parte de lo que se esta estudiando como opcién de tratamiento y se
han hecho estudios in vitro y en animales.

4.2.1 Terapia génica con vectores virales

Estudios clinicos y preclinicos sugieren que la terapia génica basada en la infusién de
células madre hematopoyéticas previamente corregidas con vectores de lentivirus puede

constituir una alternativa para tratar la anemia de Fanconi.

Estudios posteriores se han centrado la edicion genética mediado por vectores retrovirales
a las células hematopoyéticas para un efecto duradero y de larga duraciéon de la
reconstitucién de genes en la poblacion de células maduras. A pesar del gran éxito en la
mejora de los fenotipos de enfermedades genéticas, el campo ha sido altamente desafiado
por multiples pacientes que desarrollan leucemia debido a la activacién de oncogenes
causada por elementos reguladores en los vectores retrovirales. En algunas enfermedades,
la administracion de genes por vectores retrovirales no es posible porque se requiere una
expresion transgénica altamente regulada (Jensen, 2019). Por ejemplo, en un modelo de
ratén con sindrome de hiper-inmunoglobulina M ligada al X la terapia génica retroviral causé
un trastorno linfoproliferativo que probablemente se debid6 a una Sobreexpresion no

regulada del ligando CD40 (grown, 1998).

Sin embargo, el nicho dafiado en la médula 6sea de los pacientes con AF podria representar
un gran desafio en la recopilacion y correccion genética de HSC autélogas y, hasta ahora,

la terapia génica ex vivo con vectores retrovirales no ha sido exitosa (rio, 201s).
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Actualmente se busca una cura que pueda ser definitiva para corregir los defectos causados
por las mutaciones en las células de Fanconi, por lo que se han llevado a cabo ensayos in

vitro e in vivo en ratones para probar la terapia génica.

Un obstaculo importante es que se ha demostrado que la correccién de genes utilizando
oligodesoxinucledtidos de cadena sencilla (ssODNs) como molde de reparacion se produce
a través de la via de FA, y las frecuencias de edicién de genes pueden estar altamente
comprometidas en las células de estos pacientes (Jensen, 2019). El genotipo y/o
transcriptoma de pacientes tienen un impacto profundo en la efectividad de los tratamientos
de edicion de genes y que los tratamientos adyuvantes para desviar las células hacia vias
de reparacion de AF podrian tener un valor terapéutico considerable

(Richardson, 2018)-

Aunque estudios anteriores han demostrado la eficacia de los vectores retroviral y lentiviral
para corregir el fenotipo hematopoyético en ratones con mutaciones en FANCA, hasta el
momento no se han reportado beneficios clinicos en pacientes con AF tratados con terapia
génica (Gonzalez-Murillo, 2010). Experimentos in vitro y en modelos animales han
mostrado que las células de tipo salvaje tienen un crecimiento selectivo sobre las células

mutantes de AF (Navarro, 2006)-

4.2.2 Edicion genética CRISPR/CAS9

Clustered Regulatory Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) es un sistema
natural de inmunidad adaptativa de algunas bacterias. La secuencia de RNA reconoce
especificamente una secuencia complementaria de DNA para que actle la nucleasa Cas9
y haga cortes en el genoma. Este sistema se ha utilizado para manipular la ediciéon genética
de forma artificial en otros organismos con diferentes propésitos, una de las posibilidades

es la terapia génica.

El requisito para una edicion de genes eficiente es la introduccion de una ruptura de doble
cadena (double strand break o DSB) en el sitio deseado en el genoma. El sistema

CRISPR/Cas ofrece varias ventajas sobre otras herramientas utilizadas anteriormente:

El sistema CRISPR / Cas es mas facil de usar, ya que el reconocimiento del objetivo se
basa en el emparejamiento de bases de Watson-Crick entre el ARN y el DNA en lugar del

reconocimiento de la proteina del DNA. Una advertencia general de los sistemas
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CRISPR/Cas es que no pueden programarse para apuntar a todos los sitios en el genoma,
sino que requieren un espaciador adyacente especifico (PAM) para funcionar upstream del
sitio PAM y la maquinaria de reparacion de DNA celular. Luego repara la DSB, es ahi
cuando tiene lugar la edicion del gen real. La ruptura del dsDNA se puede reparar por una
de las dos vias principales de reparacién del DNA: la uniéon de extremos no homdloga
(NHEJ) o la recombinacién homdloga (HR), también conocida como reparacién dirigida por
homologia o HDR. En NHEJ, los dos extremos del DNA se ligan en un proceso propenso a
errores, lo que crea inserciones o eliminaciones (INDEL). En el reconocimiento de la PAM

y la unién al objetivo, Cas9 se activa para dividir el DNA 3-4 nucleotidos de tamaiio (nt)

(Jensen, 2019).

En un estudio se muestra reparacion funcional in vitro y que el analisis genémico puede
mejorar el valor en el pronéstico de los biomarcadores genéticos. Se concluye que los
defectos en la reparacién son marcados y frecuentes en el cancer de células escamosas

de caray cuello y estan asociadas a la mejora clinica (veragen, 2019)-

Andlisis funcionales confirman la re-expresion de una nueva proteina FANCA funcional
capaz de corregir el fenotipo de la anemia de Fanconi. Cabe destacar que el trasplante de
células madre hematopoyéticas (después de ser editadas por recombinacion homéloga) a
ratones inmunodeficientes, mostraron que es factible la repoblacion a largo término con
nuevas células hematopoyéticas. Ademas, cuando las células hematopoyéticas de un
paciente son marcadas por una nucleasa CRISPR/Cas9, se han podido identificar eventos
de reparacion por recombinacién homéloga, mostrando una expansion in vitro de 50 veces
mas después de sélo nueve dias de cultivo y el trasplante de cantidades limitadas de células
AF hCD34+ en ratones mostraron también una remarcable expansién de células corregidas

iN VIiVO (Roman, 2018)-

La molécula de RNA guia el complejo Cas9 al sitio genémico que requiere reparacion. Aqui
la nucleasa Cas9 produce un corte y se mueve al gen mutado que es entonces reemplazado
por el DNA normal a través de reparacion homologa que inducen la formacion de enlaces

cruzados a radioterapia, mejoran la proliferacion de células hematopoyéticas.

El reemplazo gendémico mediado por Cas9 se puede separar en dos vias distintas segun el
tipo de plantilla utilizada para la reparacion. Las DSB inducidos por Cas9 se pueden reparar

utilizando eventos de reparacion dependientes del donante o de unién final. Los
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resultados de reemplazo de secuencia compiten con la union final, cuyos resultados
incluyen la reparacion perfecta de la secuencia original, el reemplazo genético y la

a|teI‘aCIén genét|ca (Richardson, 2018).

Una plataforma CRISPR recientemente desarrollada ha sido disefiada para dirigirse a

ARNmM en lugar de DNA (cox, 2017).

4.2.3 Nuevos tratamientos farmacologicos

Este afio ha sido aprobado por la FDA el farmaco RP-L102 (por Rocket Pharmaceuticals,
Inc.) Para la terapia génica de anemia de Fanconi se le han otorgado las designaciones de
terapia avanzada y medicina avanzada (RMAT) para RP-L102, una terapia génica basada

en vectores lentivirales para el tratamiento de la anemia de Fanconi pet,2019).

4.2.4 Hallazgos en el metabolismo en Anemia de Fanconi para potenciales blancos
terapéuticos

Los hallazgos relacionados al metabolismo en AF sugieren una potencial estrategia en el
manejo clinico de AF. En efecto, la fosfatasa alcalina sérica desempefia funciones
regulatorias importantes en la presentacion del antigeno y la activacion de las células T,
donde la oxidacién de los acidos grasos esta implicada en el mantenimiento de las células

madre (Degan, 2019)-

Las células madre hematopoyéticas (HSC) prefieren utilizar la glucolisis anaerébica en lugar
de la respiracion mitocondrial para la produccion de energia (i 2019 Recientemente se h
descubierto que las HSC de anemia de Fanconi (FA) dependen mas de la respiracion
mitocondrial en relacién con la glucdlisis en su estado de reposo para el metabolismo
energético. Los resultados sugieren que la supresion glicolitica mediada por el eje
metabdlico p53-TIGAR puede desempefiar un papel compensatorio en una nueva
comprension de las diferencias metabdlicas entre las HSC normales y enfermas que
pueden ser valiosas para desarrollar mejores estrategias terapéuticas para enfermedades
hematolégicas como la falla medular con dafio al DNA y la proliferacion de leucemia (i, 2019).
La supresion glucolitica mediada por p53-TIGAR (TIGAR es una fructosa-bifosfatasa que

activa p53, inhibiendo la expresién (i 2019).
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La asociacion entre el metabolismo lipidico alterado en AF también emerge en un estudio
de la miRNoma de FA. Ambos miRNAs (miR-122 y miR-206) son regulados downstream en
AF. Esto significa que las funciones de las que son responsables de controlar son reguladas
“hacia arriba”. El estudio de las funciones reguladoras de miR-122 han recibido gran
atencion por su complejidad. Se ha mostrado que miR-122 es un regulador clave de
colesterol y acidos grasos, los resultados de su modulacién en la homeostasis de lipidos y

glucosa (capelii, 2017).

La biosintesis de glicofosfolipidos puede ser apuntada terapéuticamente por inhibidores
especificos que pueden atenuar la capacidad invasiva de las células HNSCC (pegan, 2018)-

Considerando el potencial regulatorio de los miRNA como supresores tumorales
permitiendo la regulaciéon de vias de sefializacién les hace una opcion interesante como

nuevos biofarmacéuticos en estudios preclinicos y ensayos clinicos (pegan, 2018).

Una elevacion consistente de glicofosfolipidos y particularmente la acumulacion de
ganglosidos. Conversamente, la represion de esta clase de lipidos fue observada en la
correccion genética de células HNSCC (carcinoma de células escamosas de cara y cuello)
derivadas de pacientes AF. Estudios funcionales demuestran la regulacion “hacia arriba” es
requerida para la invasion de las células HNSCC conducida por los defectos de la via AF.
La motilidad de los queratinocitos no transformados en respuesta a la pérdida de la via AF
despliega una dependencia similar, esto soporta las funciones tempranas y tardias de la via

AF en controlar la invasién de los queratinocitos a través de la regulacion lipidica (znao, 2018).

4.2.5 RNA no codificantes que regulan la traduccion de RNA mensajeros

Las células AF tratadas con C75 (Acido 4-metilen-2-octil-5-oxotetra-hidrofuran-3-
carboxilico) mostraron una reduccion del 50% de Beta-cetoacil-ACP reductasa (KAR) y
enoacilreductasa (ENR), y tanto el tratamiento con C75 como el A922500 dieron como
resultado una disminucién del 30% en el contenido de lipidos y un aumento del 70% en el
contenido de AcCoA, lo que confirma que las células AF convirtieron el exceso de AcCoA

en grasa acidos, que luego se acumulan en LDs (cuerpos lipidicos) (egan, 2019).

El complejo AF recombinante puede ser purificado de células de insectos usando

baculovirus modificados (ran, 2017).
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5. Conclusiones

Entender la biologia molecular de la anemia de Fanconi no solo ayuda en el diagndstico y
la intervencion de los pacientes afectados, también nos provee de informacién de la
hematopoyesis normal y como se puede dafar en pacientes con falla medular y cancer

asociado.

Los avances continuos en este tema nos ayudan a predecir o identificar aspectos

relacionados al riesgo de cancer y resultados terapéuticos.

La caracterizacion hematol6gica para el diagndstica de la anemia de Fanconi es conocida
actualmente y ademas contamos con informacion precisa sobre los mecanismos
moleculares que fallan en los individuos cuando presentan mutaciones en la via Fanconi y
por lo tanto la enfermedad caracterizada como Anemia de Fanconi, por lo que también se

han desarrollado nuevas técnicas de diagnostico, y nuevas perspectivas de tratamientos.
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