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RESUMEN

La anemia de Fanconi (AF) es un sindrome de inestabilidad cromosémica
caracterizado por diversos rasgos dismoérficos, pancitopenia progresiva y
predisposicién a neoplasias hematoldgicas. El ensayo de sensibilidad a la
mitomicina C (MMC) proporciona un marcador celular Unico para el diagndstico de
la enfermedad. Con el objetivo de introducir este ensayo de roturas cromosdémicas,
se aplico la técnica en dos muestras procedentes de un paciente con sospecha
clinica de AF y un sujeto control. Las muestras de sangre periférica fueron
cultivadas segln los protocolos establecidos para los estudios citogenéticos. Se
prepararon cuatro frascos de cultivo por cada muestra. A uno de ellos se le afadio
solo cloruro de sodio (cultivo control) y a los restantes se les afadieron
concentraciones crecientes de MMC (50, 150 y 300 nM). Fueron analizadas
cincuenta metafases por cada frasco. La exposicion de los linfocitos del paciente a
todas las concentraciones de MMC provocé diferencias significativas en el nimero
de células con roturas cromosdmicas respecto a la misma exposicion en el control
(p< 0,005). Se comprobd el éxito del ensayo teniendo en cuenta que a 300 nM en
el control sano solo aparece el 32 % de células con roturas. Es interesante resaltar
gue en la muestra del paciente a la concentracién mas elevada, se aprecié la
presencia de 2 lineas celulares, una con pocas o ninguna rotura (38 %) similar a las
gue aparecen en las células no-AF; y otra con multiples roturas (62 %) tipicas de
las células AF. Esto indicd la presencia de mosaicismo somatico en los linfocitos T
del paciente. De acuerdo con los resultados obtenidos se confirmd la sospecha
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clinica de que se trata de un paciente AF, por la hipersensibilidad a la accién de la
MMC que presenta mosaicismo somatico en linfocitos T.

Palabras clave: anemia de Fanconi; mitomicina C; rotura cromosdmica;
mosaicismo somatico.

ABSTRACT

Fanconi anemia (FA) is a chromosomal instability syndrome characterized by
various dysmorphic features, progressive pancytopenia and predisposition to
hematological malignancies. The assay sensitivity to mitomycin C (MMC) provides a
unique cell marker for the diagnosis of the disease. In order to introduce this
chromosomal breakage test the technique was applied in two samples from a
patient with clinical suspicion of AF and a control subject. Peripheral blood samples
were cultured by protocols established for cytogenetic studies. Four flasks were
prepared for each sample culture. Only sodium chloride was added to one of the
flasks (control) and to the remaining flasks increasing concentrations of MMC (50,
150 and 300 nM) were added. Fifty metaphases were analyzed for each bottle.
Exposure of lymphocytes from the patient at all concentrations of MMC caused
significant differences in the number of cells with chromosome breaks with respect
to the same exposure in the control (p< 0.005). Assay success was proved
considering that in 300 nM in healthy control only 32 % shows cell breakage. It is
interesting to remark that in the patient sample with highest concentration, the
presence of two cell lines were observed, one with little or no breakage (38 %)
similar to those found in no-F cells and other with multiple breaks (62 %), typical of
AF cells. These results indicated the presence of somatic mosaicism in patient’s T
lymphocytes. The results obtained confirmed the clinical suspicion that this is an AF
patient, due to the hypersensitivity to the action of MMC and the presence of
somatic mosaicism in T lymphocytes.

Keywords: Fanconi anemia, mitomycin C, chromosomal breakage, somatic
mosaicism.

INTRODUCCION

La anemia de Fanconi (AF) es un sindrome de inestabilidad cromosdmica
caracterizado por pacientes con baja estatura, fallos a nivel de la médula dsea y un
alto riesgo de desarrollar tumores malignos.! Esta enfermedad se produce por
mutaciones en uno de los 15 genes de los grupos de complementacién de la AF
(FANCA al FANCP). Presenta un patron de herencia autosdémico recesivo en todos
los subtipos, con excepcidn del FA-B, que es ligado al cromosoma X.? Las
manifestaciones clinicas en la AF son muy variables; algunos de los sintomas
pueden solaparse con los observados en otros sindromes.3 Este fenotipo tan
variable hace que el diagndstico exacto sobre la base de las manifestaciones
clinicas sea muy dificil en algunos pacientes.* Las células derivadas de pacientes
con AF deben presentar, de forma inequivoca, una hipersensibilidad a las roturas
cromosomicas inducidas por agentes de entrecruzamiento del ADN, tales como la
mitomicina C (MMC), el diepoxibutano (DEB) o el cisplatino.>
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En el presente trabajo se reporta como el primer caso estudiado en el Centro
Nacional de Genética Médica (CNGM), donde se empleod el estudio de roturas
cromosomicas inducidas por MMC, para confirmar la sospecha clinica de AF.

METODOS

El estudio de roturas cromosdmicas inducidas por MMC se realizé en cultivos de
linfocitos de sangre periférica. Fueron procesadas dos muestras: una de un
paciente de 4 anos con sospecha clinica de AF, atendido en la consulta de
referencia de genética clinica del Hospital Pediatrico "Juan Manuel Marquez". La
segunda, denominada muestra control, de una nifia de la misma edad,
aparentemente sana, no relacionada con el caso, con buenos antecedentes de
salud. Se llend un cuestionario para recolectar informacion relacionada con los
habitos dietéticos y se indagd sobre la exposicién a agentes quimicos y fisicos en el
mes anterior al estudio.

Antes de realizar el estudio los padres de ambos nifios fueron consultados y dieron
su consentimiento informado por escrito para la realizacion del ensayo.

Ensayo de sensibilidad a la MMC

El ensayo de hipersensibilidad se realizé segun lo descrito por Oostra AB y col en
2012.5 Se extrajeron 5 mL de sangre venosa en una jeringuilla heparinizada. Los
cromosomas extendidos se obtuvieron a partir de linfocitos de sangre periférica
estimulados con fitohemaglutinina, cultivados por 72 horas, segun las técnicas
estandarizadas en el Laboratorio de Citogenética del CNGM.

Se prepararon cuatro frascos de cultivos por cada muestra. En uno fueron anadidos
50 mL de cloruro de sodio (NaCl) como control del experimento. En el resto de los
frascos se afiadieron concentraciones crecientes de MMC (50, 150 300, nmol/L)
para verificar el efecto de las distintas concentraciones del agente intercalante MMC
para inducir aberraciones cromosdémicas.

Para determinar el nimero de aberraciones por célula fueron analizadas al
microscopio, como minimo, 50 metafases por cada frasco de cultivo (los tratados
con MMC y sin tratar).

Para la evaluacidn final todas las aberraciones fueron convertidas en "eventos de
roturas"”, el cual representa el principal tipo de aberracion en las células AF. Las
roturas de cromatidas (gaps) y las roturas cromosémicas, fueron contadas como
eventos de roturas simples, mientras que las tri- y las cuatrirradiales fueron
consideradas como eventos de dos roturas cada uno. Otras figuras de intercambio
fueron convertidas en el minimo de roturas requeridas para su reconstruccion
teorica. La cantidad de metafases aberrantes y normales también fueron anotadas
para cada cultivo. Posteriormente, los eventos de roturas cromosdmicas inducidas
por MMC se compararon con el cultivo control; y los eventos de roturas
provenientes del cultivo del paciente se compararon con el control sano. La
diferencia entre el nimero de aberraciones encontradas en los cultivos del paciente
y del control sano se determin6é comparando los porcentajes de metafases
aberrantes mediante la prueba de Chi-cuadrado, con un nivel de significacién del 95 %
segun el programa STATISTICA 6.0.
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RESULTADOS

En la figura 1 se muestran ejemplos de los tipos de aberraciones observadas en el
estudio. Como resultado de la exposicidn de los cultivos al NaCl, se provocaron
como promedio 0.18 roturas cromosdmicas por célula en el caso y 0,02 en el
control (Fig. 2). La figura 3 muestra un mayor nimero de metafases con
aberraciones cromosdmicas (12 %) en el paciente en comparacion con el control
sano (2 %).
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Fig. 1. Ejemplos de aberraciones cromosomicas observadas en los
linfocitos del paciente con sospecha clinica de anemia de Fanconi,
después del tratamiento con mitomicina C.

A partir de los 50 nmol/L de MMC, en los cultivos derivados del paciente se aprecio
un incremento significativo en los eventos de roturas cromosdémicas por célula, de
1,6 en comparacion con el 0,16 observado en el control sano (p< 0,005), asi como
en el porcentaje de células con roturas (50 vs 2 %). Este comportamiento se
mantiene a la concentraciéon de 150 nmol/L, tanto en las roturas por células (2,6 vs
0,16) como en el porcentaje de células con roturas (60 vs 16 %) (p< 0,005). A la
concentracion maxima de exposicidon se aprecid que el 90 % de las metafases del
paciente presentaban roturas cromosdmicas, valores que se diferencian de las
metafases del control sano, donde solo aparecio el 32 % de roturas (p< 0,005).
Igualmente, a esta concentracion se observé un incremento de la media de roturas
por célula en el paciente (5,9) en comparacion con el 0,32 del control sano. Como
se muestra en la figura 3, las células tipicas AF, aquellas que presentan multiples
roturas (= 5 roturas/célula), comenzaron a aparecer a partir de la exposicidén de
50 nmol/L de MMC y alcanzaron un maximo a la concentracién de 300 nM. Es
importante resaltar que a esta Ultima concentracion se observo la presencia de dos
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lineas celulares: una con multiples roturas (62 %), tipicas de las células AF; y otra

con pocas o ninguna rotura (células No-AF). Esto indica la presencia de mosaicismo
en linfocitos T.
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Fig. 2. Promedio del ndmero de roturas por célula observadas en el
paciente y el control después del tratamiento con las diferentes
concentraciones de mitomicina C (MMC). El tratamiento con MMC a
todas las concentraciones permite diferenciar con efectividad entre el
paciente y el control.
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Fig. 3. Porcentaje de células con roturas cromosdmicas inducidas por mitomicina C en
cultivos de linfocitos T estimulados.
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DISCUSION

La frecuencia basal de roturas cromosdmicas en el paciente con la sospecha clinica
de AF coincide con los datos reportados en el Registro Internacional de la AF
(IFAR),” en el cual aparece una frecuencia de 0,25 * 0,8 roturas cromosdmicas
espontaneas por célula. La amplitud del rango reportado para las roturas
cromosomicas espontaneas esta dado por el hecho de que las frecuencias de estos
eventos, en algunos pacientes con AF, pueden ser similares a las que pueden
aparecer en individuos normales, razén por la cual estos valores no pueden ser
utilizados con fines diagnosticos. Por ello se recomienda la utilizacion de ensayos de
hipersensibilidad a agentes intercalantes en el ADN, como la MMC.

Se describe que en los ensayos de hipersensibilidad a la MMC, cuando se trata de
un paciente con AF se debe apreciar que a partir de la concentracion minima, en
este caso 50 nmol/L, comienzan a aparecer las roturas cromosdmicas en las células
cultivadas, mientras que al ir aumentando la concentracién, la mayoria de las
células deben ser aberrantes, y encontrarse en la categoria de mas de 5 roturas por
célula. Por su parte, en los casos normales solo apareceran estas aberraciones a la
concentracion maxima empleada, en este caso, 300 nmol/L.6

Se pudo comprobar que a la menor concentracién empleada, en el caso con la
sospecha clinica, ya se apreciaba una proporcion de células con roturas
cromosomicas; al aumentar los niveles de MMC, la cantidad de roturas por célula se
incrementd sustancialmente y fue concentracién dependiente. En el caso control
solo aparecid un porcentaje de células con roturas a la maxima concentracion,
aspectos que en su conjunto corroboran el éxito de la técnica y la posibilidad de
confirmar la sospecha clinica mediante el ensayo empleado.

Es interesante resaltar la presencia en el paciente de una poblaciéon mixta de
linfocitos, células que mostraron hipersensibilidad a la MMC, como es tipico de las
células AF, y otro porcentaje de células con sensibilidad normal a la MMC, por lo
gue se considerd que el caso presentaba mosaicismo en los linfocitos T. Este evento
se ha reportado en una proporcion considerable de pacientes con AF, con una
frecuencia estimada entre el 10 y el 30 %.8-19 Se ha planteado que este puede
producirse como consecuencia de nuevas mutaciones en las células progenitoras
hematopoyéticas, que provocan una reversion genética espontanea en el locus de
la enfermedad. Estas células "revertidas" pueden corregir, al menos parcialmente,
la insuficiencia de la médula 6sea.8-10

En ocasiones, cuando el porcentaje de células "revertidas" ha llegado a un nivel tan alto,
se puede producir un diagnéstico falso negativo. Sin embargo, se describe que la mayoria
de los casos de AF "mosaico" pueden ser diagnosticados mediante pruebas de sangre
periférica, ya que una porcion de las células seguird mostrando la hipersensibilidad a
los agentes intercalantes, lo que concuerda con los resultados obtenidos.

Una de las ventajas del protocolo descrito, es que la mayoria de los pacientes con
mosaicismo podran ser diagnosticados correctamente como AF, porque siempre una
determinada proporcion de linfocitos se encontraran en la categoria = 5 roturas/célula.
En los casos donde no sea posible emplear la sangre periférica, la sensibilidad a la
MMC puede ser utilizada en fibroblastos de la piel, células donde no se ha reportado
la presencia de mosaicismo.510

De acuerdo con los resultados obtenidos, se confirmd la sospecha clinica de que se
trata de un paciente AF y que, ademas, presenta mosaicismo somatico en linfocitos
T. La disponibilidad de los ensayos de hipersensibilidad en casos de sospecha clinica
de AF permite realizar el diagnédstico temprano de esta enfermedad, antes de la
aparicion de alteraciones hematoldgicas, lo que podria repercutir en las opciones
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terapéuticas que puedan emplearse, como el trasplante de médula 6sea. Por otra
parte, a las familias en riesgo se les puede ofrecer un adecuado asesoramiento
genético, teniendo en cuenta el elevado riesgo de recurrencia de este trastorno
autosomico recesivo.
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