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RESUMEN

Introduccion: La anemia de Fanconi es una enfermedad genética rara, de
herencia autosdmica o ligada al X, caracterizada por inestabilidad genomica e
hipersensibilidad a los agentes de entrecruzamiento del ADN, como el
diepoxibutano y la mitomicina C (MMC). La respuesta anormal a estas sustancias,
que constituye un marcador celular Unico y se manifiesta como un incremento de
la frecuencia de roturas cromosomicas, es la base de su diagnostico.

Objetivo: Realizar el analisis de roturas cromosomicas inducidas por la
mitomicina C en linfocitos de sangre periférica de pacientes cubanos con sospecha
de anemia de Fanconi.

Métodos: Se realizo6 estudio de roturas cromosomicas inducidas por la mitomicina
C a diferentes concentraciones en cultivos de linfocitos T provenientes de sangre
venosa periférica en 32 pacientes con sospecha clinica de anemia de Fanconi e

igual cantidad de sujetos controles.
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Resultados: Al finalizar el analisis seis pacientes (20 %) fueron diagnosticados con
anemia de Fanconi. De ellos, cuatro presentaron alto porcentaje de rupturas y
dos un mosaicismo somatico. Desde el punto de vista clinico, cuatro mostraban
anemia aplasica y dos exhibian Unicamente rasgos dismorficos tipicos de la
enfermedad.

Conclusiones: El ensayo de roturas cromosomicas inducidas por la mitomicina C
permitié el diagnostico definitivo de anemia de Fanconi en pacientes con
antecedentes de anemia aplasica, aln sin anomalias congénitas. Este constituye
el primer estudio de este tipo en un grupo de pacientes cubanos.

Palabras clave: anemia de Fanconi; roturas cromosémicas; mitomicina C; anemia

aplasica.

ABSTRACT

Introduction: Fanconi anemia is a rare genetic disease of autosomal inheritance
or X-linked, characterized by genomic instability and hypersensitivity to DNA
cross-linking agents like diepoxybutane and mitomycin C (MMC). The basis for its
diagnosis is an abnormal response to these substances, which constitutes a unique
cell marker and manifests as an increased chromosomal breakage rate.
Objective: To perform the analysis of the chromosomal breakages induced by
mitomycin C in peripheral blood lymphocytes of Cuban patients with suspicion of
Fanconi anemia.

Methods: A study was conducted of chromosomal breakages induced by
mitomycin C at various concentrations in cultures of T lymphocytes from venous
peripheral blood of 32 patients with clinical suspicion of Fanconi anemia and an
equal number of control subjects.

Results: At the end of the analysis, six patients (20%) were diagnosed with
Fanconi anemia. Of these, four showed a high percentage of breakages and two
had somatic mosaicism. From a clinical point of view, four had aplastic anemia
and two only presented dysmorphic features typical of the disease.
Conclusions: Evaluation of the chromosomal breakages induced by mitomycin C

led to the definitive diagnosis of Fanconi anemia in patients with a history of
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aplastic anemia, even in the absence of congenital anomalies. This is the first
study of its type in a group of Cuban patients.
Keywords: Fanconi anemia; chromosomal breakages; mitomycin C; aplastic

anemia.
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Introduccion

La anemia de Fanconi (AF) es un sindrome de inestabilidad cromosémica
caracterizado, generalmente, por una combinacion de rasgos dismorficos (baja
estatura, microftalmia, hiperpigmentacion de la piel, malformaciones cardiacas,

renales y genitourinarias entre otras).

La mayoria de los pacientes presentan en el transcurso de la enfermedad, fallas
a nivel de la médula 6sea y alto riesgo de desarrollar tumores malignos. (2 Los
pacientes con sindromes por fallas en la médula désea (SFMO) que tienen
subyacente una AF no diagnosticada, no responderan a la terapia
inmunosupresora que reciben usualmente los pacientes con anemia aplasica
idiopatica. Ademas, debido a la hipersensibilidad a los agentes
quimioterapéuticos, los pacientes podrian morir debido a la toxicidad de estas
drogas si se utilizan en dosis convencionales, por lo que un diagnostico temprano

de AF es esencial.®®

La enfermedad presenta heterogeneidad genética y fenotipica debido a la
existencia de varios subtipos genéticos. La identificacion de estos se basa en el
analisis de complementacién o correccion del defecto molecular de las células
del paciente con lineas celulares de referencia de AF, en las que se conoce el gen
mutado para un grupo de complementacion determinado. Si la deficiencia para
reparar el dano del ADN inducido por agentes de entrecruzamiento no se corrige
en las células del paciente, se concluye que pertenece a ese grupo de

complementacion particular.
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Cada grupo de complementacion, esta definido por mutaciones en ambos alelos
de un gen especifico de AF. Por lo que, esta enfermedad presenta herencia
autosomica recesiva en todos los subtipos a excepcion del FANCB (grupo de
complementacion B de AF), ligado al cromosoma X, y del FANCR (grupo de
complementacion R de AF), cuya mutacion causa una forma autosomica

dominante de la enfermedad. (24>

Hasta el momento, 21 genes estan implicados en la patogénesis molecular de esta
enfermedad, designados con el prefijo FANC y letras seriadas del alfabeto:®)
FANCA (#227650), FANCB (#300515), FANCC (#227645), FANCD1 (#605724),
FANCD2 (#613984), FANCE (#613976), FANCF (#613897), FANCG (#614082),
FANCI (#609053), FANCJ (#609054), FANCL (#614083), FANCM (#609644), FANCN
(#610832), FANCO (#613390), FANCP (#613951), FANCQ (#615272), FANCR
(#617244), FANCS (#617883), FANCT (#616435), FANCU (#617247), FANCV
(#617243), (respectivamente, se corresponden con: gen del grupo de
complementacion A, B, C, D1, D2, E, F, G, I, J,L, M, N, O, P, Q, R, S, T, U, Vde
AF). Se debe puntualizar que, de acuerdo con la base de datos en linea de
herencia mendeliana en el hombre u OMIM (del inglés: Online Mendelian
Inheritance in Man) el paciente reportado con FANCM afectado, fue encontrado
posteriormente que tenia FANCA mutado, por lo que fue clasificado con FANCA.
Los hallazgos hasta el presente no han sido concluyentes en relacion con la

hipotesis de que FANCM esté asociado a la AF.(?

Esta base incluye, ademas, el gen FANCW (#617784), reportado por Knies y
otros.® Mutaciones en cualquiera de estos genes, no solo afectan la funcion
canodnica que tienen en la reparacion del ADN y en el mantenimiento de la
estabilidad del genoma, sino también otras funciones relacionadas con la
respuesta protectora contra el estrés oxidativo, la inflamacion, los aldehidos
endogenos, la mitofagia y la virofagia. De modo que, la pérdida de la funcion de
alguna de las proteinas en la AF, al ser multifuncionales, podria contribuir a la
progresion de la enfermedad y a la variabilidad clinica de los pacientes, mas alla

de la alteracion de la via de reparacion del ADN. >
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Las manifestaciones clinicas en la AF son muy variables, algunos de los sintomas
pueden solaparse con los observados en otros sindromes de inestabilidad
genomica (sindrome de Bloom, ataxia telangectasia, sindrome de Nijmegen,
sindrome de Seckel) o no presentar ninguno.(") Este fenotipo tan variable hace
que el diagnostico exacto sobre la base de las manifestaciones clinicas sea muy

dificil. 389

Las células derivadas de pacientes con AF deben presentar, de forma inequivoca,
hipersensibilidad a las roturas cromosomicas inducidas por agentes de
entrecruzamiento de ADN, tales como mitomicina C (MMC), diepoxibutano (DEB)
o cisplatino, lo que constituye un rasgo distintivo de caracter diagndstico en estos

pacientes. ?:3:%:10)

El objetivo de este trabajo consistid en realizar el analisis discriminante de
roturas cromosomicas inducidas por MMC en linfocitos de sangre periférica de

pacientes cubanos con sospecha de AF.

Métodos

Se realizd estudio cualitativo de comparacion de proporciones, desde mayo 2013
hasta octubre 2016. Fueron incluidos en este estudio 32 pacientes (11,4 + 5 anos)
procedentes del Instituto de Hematologia e Inmunologia “Dr José Manuel Ballester

Santovenia” y de la Red Nacional de Genética Médica.

Los pacientes fueron seleccionados tomando en consideracion los criterios clinicos
de la AF, fundamentados en la historia natural de la enfermedad, el examen
fisico, y asentados en la historia clinico-genética. Treinta pacientes presentaron
SFMO y dos exhibieron rasgos dismorficos asociados a AF, pero sin fallas en la
médula désea. Ademas, se incluyeron 32 sujetos aparentemente sanos que
actuaron como controles, en los que no se tuvo en cuenta la edad. Para la
seleccion de estos Ultimos se precisé que no fueran hermanos de los pacientes y
que no tuvieran antecedentes de sindrome de rupturas cromosomicas o de

exposicion a quimioterapia o radioterapia en el Gltimo mes.
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En ambos grupos se aplico un cuestionario para recolectar informacion
relacionada con su historia clinica y la exposicion a agentes quimicos y fisicos. Se

colectaron 5 mL de sangre venosa en jeringuilla heparinizada.

Los pacientes, los padres de menores y los controles, dieron su consentimiento
para participar en el estudio y sus datos fueron manejados confidencialmente. Se
obtuvo la aprobacion del comité de ética del Centro Nacional de Genética Médica
(CNGM).

Se realizd el analisis de rupturas cromosémicas en linfocitos T de muestras de
sangre venosa periférica cultivada en presencia de MMC y se sigui6é un protocolo

semejante al descrito por Oostra y otros.®

Los cultivos se realizaron por 72 horas en medio Quantum PBL (Capricorn), que
contiene fitohemaglutinina (PHA), a 37 °C en ambiente de 5 % de CO2, acorde a
protocolos estandares del laboratorio de citogenética del CNGM. Se prepararon
tres cultivos, tanto para el paciente como para el control sano. Uno se utilizd
como control mediante la adicion de 50 pL de NaCl 0,9 % y dos para verificar el
efecto de dos concentraciones de MMC en inducir aberraciones cromosdémicas. Se
utilizaron 16.6 pL y 100 pL de una solucion de trabajo de MMC 30 pM para obtener
las concentraciones finales de 50 nM y 300 nM.® El NaCl y la MMC se anadieron al

inicio del cultivo.

En cada cultivo fue analizado un minimo de 50 metafases (tefiidas con Giemsa),
en las que se registraron los tipos de roturas identificados, asi como el nUmero de
células aberrantes y normales. Para la evaluacion final, todas las aberraciones
fueron convertidas en “eventos de roturas” los cuales representan el principal
tipo de aberracion en las células caracteristicas de la AF. Las roturas de
cromatidas (gaps) y las roturas cromosomicas, fueron contadas como roturas
simples; y las roturas tri- y cuatrirradiales como eventos de dos roturas cada uno.
En otras figuras de intercambio el nUmero de centromeros es afadido al nimero

de gaps y roturas abiertas.
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Para la definicion de un paciente con AF, se considerd la identificacion de células
tipicas con 10 o mas roturas por células. Asi, a 50 nM de MMC una proporcion
notable de células debe mostrar roturas cromoséomicas en la AF, mientras que a
la concentracion de 300 nM de MMC todas estaran afectadas por aberraciones
cromosomicas y en la mayoria se observaran 10 o mas roturas por células.
Contrariamente, las células del sujeto control no deben mostrarse afectadas,
excepto a 300 nM, donde pueden observarse hasta cinco roturas por célula. Para
la evaluacion de un paciente con AF en mosaico, se considero la presencia de dos
poblaciones de células con diferente sensibilidad a la MMC: una con células tipicas

con 10 o mas roturas por célula, y otra con cinco o menos roturas por célula.

Las roturas cromosomicas inducidas por MMC en el paciente fueron comparadas
con el cultivo basal (con NaCl) y el del control sano. La diferencia entre los
cultivos de los pacientes y controles, tratados con cada una de las
concentraciones de MMC se determindé por comparacion de los porcentajes de

metafases aberrantes mediante la prueba de chi-cuadrado.

Resultados

El estudio de roturas cromosémicas fue exitoso en 30 de los 32 pacientes. En seis
(20 %) de los cultivos con resultados, el ensayo con MMC a 300 nM mostré un mayor
numero de roturas cromosomicas respecto a los controles, y esta diferencia fue
significativa (p < 0,05); lo que permitid diagnosticarlos como AF. De estos seis
solo dos manifestaban diversos rasgos dismorficos tipicos de la entidad y los

restantes presentaban Unicamente anemia aplasica.

Por otra parte, dos pacientes presentaron poblaciones de linfocitos en las que la
mayoria de las células (50-70 %) tratadas con 300 nM de MMC exhibieron un alto
numero de roturas e intercambios caracteristicos de la AF, pero el resto de las
células no mostré roturas cromosomicas. En estos dos hubo un aumento
significativo de las roturas por célula con respecto a los controles (p < 0,05) y

fueron diagnosticados como mosaicos para AF. Estos resultados son resumidos en
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la tabla, que representa la sensibilidad a las dos concentraciones ensayadas de MMC
en el grupo control (n = 32), los pacientes no AF (n = 24) y pacientes AF detectados (n
= 6). Se presenta la media y desviacion estandar. Las frecuencias basales de rupturas
cromosomicas por célula fueron ligeramente mas altas en los 30 pacientes que en los

controles, pero la diferencia no fue significativa (p > 0,005).

Tabla - Porcentaje de roturas cromosémicas obtenidas en linfocitos T bajo la accion de

la mitomicina C (MMC) en controles y pacientes

Grupos de estudio MMC (nM) Total de células % de células con % de roturas por
analizadas segun roturas célula
lan (mediaz DE) (media = DE)
controles 0 1600 2+1,4 0,09 + 0,06
(n = 32) 50 1600 14,2+ 4,8 0,32 + 0,09
300 1600 30,6 £ 7,5 0,55 + 0,04
pacientes no AF 0 1200 6,7 +1,7 0,1 +0,04
(n=24) 50 1200 19,8 + 4,9 0,42 £ 0,02
300 1200 36,9 + 11,8 1+0,6
pacientes AF 0 300 12 + 11,3 0,12 + 0,08
(n=6) 50 300 75+9,9 8,24+3,9
300 300 87+2,8 12,4 + 4,4

AF: Anemia de Fanconi; DE: desviacion estandar; N: total de sujetos analizados; nM: nanomolar

Las alteraciones cromosomicas inducidas por la accion de la MMC en los cultivos
de linfocitos fueron superiores en los pacientes no AF que en los controles. Sin
embargo, esta diferencia no fue significativa (p > 0,05) por lo que no hubo una
distinciéon exacta entre los dos grupos. Como se presenta en la Fig., las roturas
cromosomicas inducidas por MMC fueron dependientes de la concentracion y
existio una diferencia significativa entre la frecuencia de roturas a 50 y a 300 nM

(p < 0,05) en los tres grupos.
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AF: anemia de Fanconi; MMC: mitomicina C; nM: namolar;
Controles: 32 sujetos clinicamente sanos; Pacientes no AF: 24 pacientes con anemia aplasica; Pacientes AF: 6 pacientes
con diagnostico de anemia de Fanconi
%: diferencias significativas (p < 0,05) entre la frecuencia de roturas a 50 y a 300 nM de MMC en los tres grupos.

+: diferencias significativas (p < 0,05) en los pacientes AF a 300 nM en relacion a los no AF y a los controles

Fig. - Medias de las roturas cromosomicas/células inducidas con el agente bifuncional
alquilante mitimicina C en los linfocitos T de muestras de sangre cultivadas de los

sujetos estudiados.

El ensayo con MMC reveld que a la concentracion de 300 nM ocurre un aumento
significativo, tanto de las roturas por célula como del porcentaje de células con
roturas, entre pacientes con AF con respecto a los pacientes no AF y a los sujetos
controles (p <0,05). Como muestra la Fig., las células tipicas de AF con multiples
roturas (10 o mas roturas /células) se observaron con los tratamientos de 50 nM y

300 nM de MMC, siendo mayor el nivel de roturas en este ultimo.

Discusion
La inestabilidad cromosémica es un rasgo caracteristico de un numero de

enfermedades humanas genéticamente conocidas como sindromes de rupturas

cromosomicas. Algunas de estas incluyen: la AF, el sindrome de Bloom, la ataxia
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telangiectasia, y el sindrome de Nijmegen. En cada una de ellas, la inestabilidad
ocurre en forma de un incremento de la frecuencia de roturas e intercambios que
suceden tanto espontaneamente como después del tratamiento in vitro con varios

agentes que dafan el ADN.(1:12)

La frecuencia basal media de roturas cromosomicas en las células de los sujetos
controles en este estudio (0,09 roturas por célula) es comparable al dato que
reporta el Registro Internacional de la la anemia de Fanconi de 0,25 roturas en
células no tratadas (rango: 0,02 - 0,8).('*) Este amplio rango de roturas
cromosomicas espontaneas indica que la frecuencia de estos eventos en algunos
pacientes con AF no difiere de la encontrada en individuos clinicamente sanos y

por esta razon este parametro no se utiliza con fines de diagnostico.

En los cultivos de linfocitos T tratados con MMC de un paciente con AF es una
regla comUn que una proporcion sustancial de las células debe mostrar roturas
cromosomicas en presencia de 50 nM de MMC,® tal como se encontré en este
estudio. A 300 nM de MMC no deben existir células sin dano y la mayoria debe
estar en la categoria de 10 o mas roturas/célula® (mas del 90 % en el estudio).
En contraste, el cultivo celular de los controles sanos no deberia estar afectado,
excepto a 300 nM, donde por lo general, 30 % de las células debe mostrar de 1 a
5 roturas/célula,® lo que se corroboro en los controles, con una media de 30,6 %

de células con roturas cromosomicas en 50 células analizadas por muestra.

Dos pacientes presentaron una poblacion mixta de linfocitos con hipersensibilidad
y sensibilidad normal a la MMC. El mosaicismo en linfocitos se produce en una
proporcion considerable de pacientes con AF (estimado 25 al 30 %), y es causado
por nuevas mutaciones compensatorias o reversion genética espontanea en el
locus de la enfermedad en células progenitoras hematopoyéticas. Como
consecuencia, se origina una poblacion de células con una capacidad funcional de
reparacion del ADN, que son resistentes a los agentes clastogénicos, lo que se
manifiesta con una sensibilidad disminuida a estos. Es decir, las células revertidas
pueden corregir (parcialmente) la insuficiencia de la médula dsea. En estos casos

se requiere, por tanto, realizar una segunda prueba de sensibilidad a estos

10
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agentes en cultivos de fibroblastos para demostrar los hallazgos caracteristicos
de las células tipicas de la AF y corroborar el diagnostico. El prondstico clinico de
estos pacientes es incierto, algunos sobreviven décadas sin fallo de la médula
6sea o el surgimiento de procesos malignos hematoldgicos, mientras que otros si
desarrollan estas alteraciones a pesar de la presencia de poblaciones celulares

revertidas. (14.15,16)

Debido al grado variable de reversion que puede incluir a células progenitoras
pluripotenciales y a uno o varios linajes celulares, seria recomendable realizar un
seguimiento a largo plazo de evaluacion de la sensibilidad a MMC en linfocitos o

fibroblastos.(16:17)

Giampietro y otros, reportan un 25 - 30% de pacientes sin rasgos dismorficos
atribuibles a la AF, que fueron diagnosticados como tal, después de la aparicion

de anormalidades hematologicas.'?

En pacientes sin anomalias congénitas es posible que la presencia muy temprana
de distintos tipos de cancer como la leucemia mieloide aguda y el cancer de
células escamosas de cabeza y cuello, entre otros, sea el primer indicio de AF. En
tales casos es necesario comprobar el diagnostico de AF antes de establecer los
esquemas estandares de radio y quimioterapia, ante la posibilidad de desarrollar

toxicidad letal debido al defecto en la reparacion del ADN. %17

En el presente estudio, cuatro pacientes con anemia aplasica, sin rasgos
dismorficos obvios caracteristicos de la enfermedad, resultaron tener AF. Otros
dos pacientes diagnosticados como AF sin fallas en la médula 6sea, pero con
rasgos dismorficos pudieron ser detectados. Cabe destacar que todos fueron
diagnosticados antes de la aparicion de procesos malignos hematologicos. La
anemia aplasica presente en 24 pacientes, con ningunas o pocas roturas
cromosomicas inducidas, podria ser debido a otros sindromes de fallas en la
médula 6sea, %) de causa inmunoldgica'’® o por deficiencias nutricionales,

entre otras.('?
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En la actualidad el trasplante de células madres hematopoyéticas o de médula
0sea, es el Unico tratamiento curativo para las complicaciones hematologicas que
se producen como consecuencia del fallo de la médula 6sea, aunque no curan las
manifestaciones no hematopoyéticas. Los trasplantes de donantes hermanos con
antigenos de leucocitos humanos (HLA, del inglés: human leukocyte antigen)
idénticos estan asociados a excelentes resultados, con una supervivencia de 85 %
para ninos menores de 10 anos y 65 % para ninos y adultos combinados. En
contraste, los trasplantes de donantes alternativos (emparentados o no) HLA
compatibles son mas complejos debido a un riesgo inmunologico
incrementado. 2% No obstante, los avances en este campo permiten que una
mejor seleccion del donante, segin edad, sexo y con una tipificacion mas precisa
de alelos HLA, asi como la aplicacion de regimenes de acondicionamientos
pretrasplante optimizados y de terapias inmunosupresoras posteriores al
trasplante, garantizan que un trasplante de donante no emparentado HLA
compatible tenga una supervivencia similar a la observada con uno de hermano

donante HLA compatible.??

Un diagndstico temprano en pacientes con AF (es decir, antes de la aparicion de
anormalidades hematologicas) podria proporcionar mas tiempo para encontrar un
donante HLA compatible, adecuado para el trasplante de médula 6sea. (015,20

Ademas, las familias en situacion de riesgo (con un nino afectado) deben ser
identificadas tempranamente y ofrecerles asesoramiento genético y posibilidad
del diagnostico prenatal, dado que la AF es, principalmente, un trastorno
autosomico recesivo con un riesgo de recurrencia del 25 %.(%2") El retraso en la
identificacion de pacientes con AF y de familias en situacion de riesgo se puede
evitar mediante la realizacion de la prueba de dano en el ADN inducido por MMC

en pacientes con macrocitosis y disminucion de las plaquetas.?'-23)

El ensayo de roturas cromosomicas en cultivo de linfocitos frente a los agentes
MMC o DEB es utilizado habitualmente como estrategia general para la deteccion
de pacientes con AF, pre-anemia y anemia aplasica, con o sin rasgos

dismorficos.®3%17) Aunque se ha planteado que el ensayo con DEB se prefiere
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debido a posibles falsos positivos o negativos con otros agentes,®) en este estudio,
el primero de su tipo en Cuba, el ensayo de rupturas cromosémicas inducidas por
MMC resulto ser una herramienta Util para el diagnostico anticipado de pacientes
homocigotos con AF con rasgos dismorficos atribuibles a la enfermedad, pero sin

manifestar aln anomalias hematoldgicas.
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