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con Diepoxibutano (DEB). Resultados: se identificaron 43 afectados por AF. La relacién de
indices en células tratadas con DEB del grupo AF vs. No-AF fue significativamente
incrementada, 6.7 veces la proporcién de células aberrantes, 48 veces el nimero de roturas
por célula, y 6.3 veces el numero de roturas por célula aberrante. En AF la edad media de
muestreo fue 9.2 afios, la proporcién de sexos M:F 1.5:1, consanguinidad en 11 casos. Los
sistemas hematolégico, esquelético, tegumentario, y urinario estuvieron significativamente
alterados. Conclusiones: La AF se identific en 26 % del grupo de sospecha y en 13 % de
hermanos sin sospecha previa. La enfermedad hematolédgica fue el sintoma més recurrente
presente en 93 % de los casos, y fue principalmente la primera sospecha de AF y motivo de
estudio genético.

ABSTRACT

Background: Fanconi Anemia (FA) is an inherited disease that affects DNA repair. Clinically,
it is heterogeneous; congenital malformations, early bone marrow aplasia, and a
predisposition to cancer are present. The genetic defect causes hypersensitivity to genotoxic
agents and chromosomal instability; this feature is considered the best diagnostic marker;
however, reaching it can be challenging. Objective: To characterize patients with FA using
cytogenetic tests in individuals with clinical features suggestive of the disease. Methods:
157 individuals with clinical suspicion of FA, 19 with VACTERL association, 15 siblings, and
34 healthy individuals were analyzed. Recording of clinical data and cytogenetic tests with
Diepoxybutane (DEB) were performed. Results: 43 people affected by AF were identified. The
ratio of indices in DEB-treated cells of the AF group vs. No-AF was significantly increased:
6.7-fold the proportion of aberrant cells, 48-fold the number of breaks per cell, and 6.3-fold
the number of breaks per aberrant cell. In FA, the mean sampling age was 9.2 years, the sex
ratio M:F was 1.5:1, and consanguinity was present in 11 cases. The hematologic, skeletal,
integumentary, and urinary systems were significantly altered. Conclusions: FA was
identified in 26% of the suspected group and in 13% of siblings without prior suspicion. The
hematological disease was the most recurrent symptom present in 93% of cases and was
mainly the first suspicion of FA and the reason for genetic study.

Introduccién

Breast Cancer, por la participacién de BRCA1 y 2) (16,17). Esta
ruta en AF estd alterada por mutaciones patogénicas en cual-

La Anemia de Fanconi (AF) (OMIM: 227650) es una enfermedad
genética de inestabilidad cromosémica, que compromete
diversas proteinas involucradas en la reparaciéon del DNA y la
regulacién del ciclo celular (1-3). Tiene una prevalencia de 1 a
5 afectados por millén y una frecuencia estimada de portado-
res de 1 en 181 en la mayoria de las poblaciones (4). En algunos
grupos étnicos se ha reportado mayor prevalencia por un efec-
to fundador, aislamiento geografico, o endogamia (5-7).

Las manifestaciones clinicas son altamente variables y pue-
den presentarse desde muy severas, con multiples malforma-
ciones, hasta pacientes con fenotipos normales, con sintomas
hematolégicos muy tempranos durante la nifiez. (8-11). Una
caracteristica que contribuye a la heterogeneidad y dificulta el
diagnéstico de AF es el solapamiento del fenotipo clinico con
sindromes de fallo medular heredados (11), y la asociacién VAC-
TERL (12), entre otros sindromes poco comunes (8).

Los afectados por AF presentan hipersensibilidad exacerba-
da a agentes alquilantes y quimioterapéuticos, que causan
dafio en el ADN por enlazamiento covalente de la doble hebra
0 ICL (del inglés: interstrand crosslink); en AF no puede elimi-
narse el ICL, provocando rotura de las hebras de ADN, repara-
cién no homologa de extremos rotos, y elevada inestabilidad
cromosémica (13-15). En células normales, la reparacién de
ICLs se activa en fase S y es realizada por la via de reparacién
FA o FA/BRCA (FA: del inglés Fanconi Anemia y BRCA: del inglés

quiera de los 22 genes relacionados (FANCA hasta FANCW)
cuyas proteinas participan en la via FA/BRCA (17-19). Las
variantes patogénicas en 20 genes (FANC-A,-C,-D1,-D2-E,-F,-G,-
I,-J,-L,-M,-N,-0,-P,-Q,-S,-T,-U,-V,-W) son de caracter autosémico
recesivo (20); en FANCB recesivo ligado a X (21), y en FANCR
autosémico dominante y adquiridas de novo (22,23).

Las nuevas metodologias moleculares para el andlisis de
variantes patogénicas han contribuido a mejorar el diagndsti-
co de AF, sin embargo, la prueba citogenética de fragilidad cro-
mosdémica por exposicién in vitro a agentes inductores de ICL
se considera la prueba de oro para evidenciar el fenotipo de
inestabilidad (8,19,24). Esta prueba es altamente sensible y pue-
de aplicarse en el diagnéstico prenatal de parejas portadoras
de variantes patogénicas, durante el periodo posnatal en indi-
viduos con fenotipos clinicos sospechosos y en adultos con
infertilidad o reaccién adversa a quimio- o radioterapéuticos
(8,25,26).

A continuacién, se presentan los resultados del primer estu-
dio de una cohorte colombiana de pacientes con diagnéstico o
sospecha clinica de AF, y el establecimiento de su fenotipo celu-
lar de inestabilidad cromosémica como prueba confirmatoria.
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Métodos
Muestra

Estudio prospectivo en pacientes con sospecha de AF, candida-
tos a prueba citogenética para su diagnéstico. Los pacientes
fueron remitidos de la consulta de genética, pediatria, hema-
tologia u oncohematologia de varias instituciones de salud de
Bogotd, D.C. y otras ciudades del pais entre 2012 y 2018.

Se establecieron cuatro grupos de estudio: el grupo 1 (G1 o
SIAF: Sospecha Inicial de AF) que incluy6 157 casos con diag-
néstico clinico o sospecha de AF por caracteristicas como mal-
formaciones congénitas asociadas a AF o fallo medular no
explicado por otras causas; el grupo 2 (G2): 19 casos con aso-
ciacién VACTERL,; el grupo 3 (G3): 15 hermanos de pacientes
con AF, y el grupo 4 (G4): 34 individuos sanos (grupo control).

Procedimientos

Las pruebas citogenéticas fueron realizadas en muestras de
sangre periférica heparinizada por exposicién in vitro a diepo-
xibutano (DEB) (25). En cada caso se establecieron 4 cultivos de
sangre total en medio RPMI 1640 (SIGMA), suero bovino fetal
(SFB) (Eurobio) al 10 % y fitohemaglutinina (Gibco), e incubados
a 37°C, CO, al 5% y humedad de 85 %. 24 horas después, dos
réplicas fueron tratadas con DEB (ALFA AESAR) [0.1ug/ml]g,
y las dos restantes con el diluyente (RPMI) para cultivos no
tratados (No-DEB), e incubadas por 48 horas. Simultdneamen-

Figura 1. Inestabilidad cromosémica en anemia de Fanconi.

te, cada prueba fue acompanada por cultivos adicionales de
una linea celular linfocitaria AF como testigo positivo y control
de actividad del clastégeno, y de sangre de un individuo sano,
sometidas al mismo protocolo. Las células en metafase fueron
obtenidas por tratamiento con colchicina (SIGMA) [0.01ug/ml]
final, solucién hipoténica (KCl (MERCK) 0.075M) y fijacién con
metanol:adcido acético (MERCK) 3:1. Los extendidos cromosoé-
micos fueron tefiidos con Giemsa al 4 % (MERK) (25).

En cada caso y por tratamiento se evalud la inestabilidad
cromosémica en 50 o 100 metafases (Figura 1). La hipersensi-
bilidad al clastégeno se establecié mediante el calculo de los
indices: 1) porcentaje de células aberrantes (células con al
menos uno de los siguientes eventos: rotura cromatidica o iso-
cromatidica, fragmento, figura radial, delecién, translocacién,
anillos, dicéntricos; los gaps cromatidicos o isocromatidicos
con espesor menor al grosor de la cromatide no fueron consi-
derados); 2) roturas por célula (total de roturas cromosémicas
obtenidas en relacién con el total de células evaluadas); 3) rotu-
ras por célula aberrante (total de roturas obtenidas en relacién
con el total de células aberrantes); 4) porcentaje de células
multiaberrantes (células con dos o mas roturas), y 5) indice de
fragilidad cromosémica (IFC) (% de células aberrantes x name-
ro de roturas por célula multiaberrante) (27). Adicionalmente
se hizo bandeo G (BG) con HCl (MERCK) 0.025N, y coloracién
con Wright (MERCK), y se describid el cariotipo segun Interna-
tional System for Human Cytogenomic Nomenclature 2020 (ISCN
2020). Cuando la prueba citogenética fue no concluyente, se
analizaron fibroblastos para descartar mosaicismo.

Fotografias de metafases de paciente con AF de cultivos no tratados y tratados con DEB A. Metafase de células no tratadas con
presencia de gap cromatidico (flecha verde); B. Metafase con roturas cromosémicas y figuras radiales de cultivo tratado del mismo
paciente. Roturas cromatidicas (flechas negras), figuras radiales (flechas rojas), fragmento acéntrico (flecha rosada). Los gaps (flechas
verdes) no son contabilizados como evento de rotura para AF. Coloracién homogénea con Giemsa, microscopio ZEIZ Axioplan2,

objetivo 100x.
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Analisis estadisticos

Los datos de roturas cromosémicas fueron descritos como fre-
cuencias absolutas y relativas. Se aplicé la prueba de Wilcoxon
para muestras independientes con una significancia del 5 %.
Los datos clinicos fueron tabulados y analizados por estadisti-
cas descriptivas y prueba exacta de Fisher. Los andlisis fueron
realizados en el paquete estadistico R, versién 3.5.1.

Aspectos éticos

Todos los participantes y sus tutores recibieron el proceso de
consentimiento informado. Los datos clinicos fueron obteni-
dos de la historia clinica remitida con la muestra, o de la valo-
racién del paciente por un genetista clinico del equipo de
investigacién. El estudio fue aprobado por el comité de ética de
la Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Javeriana
de Bogotd, D.C. y el Hospital Universitario San Ignacio (HUSI),
CIE-2011/29, -2014-107 y -2014/150.

Resultados
Caracteristicas de los sujetos analizados

Las caracteristicas demograficas son descritas en la tabla 1. Los
157 casos de G1 pertenecieron a 152 familias. La consanguini-
dad parental fue confirmada en 9 (7.3 %) familias de 124 en las
que se obtuvo informacién.

La caracteristica clinica mas comun en G1 fue la alteracién
del sistema hematopoyético en 125 casos (79.6 %), con edad
promedio de inicio de 6.5 anos, seguido por la afectacién de los
sistemas esquelético en 68 sujetos (43.3 %), tegumentario en
55 casos (35 %), talla baja en 49 afectados (31.2 %), y alteracio-

nes faciales en 41 pacientes (26.1 %). En G2 ningun caso tuvo
anomalia sanguinea o historia de consanguinidad, el nimero
de alteraciones congénitas asociadas a la asociacién VACTERL
se presenté desde 3 hasta 6, y en 9 casos afecté miembros
superiores, caracteristica fuertemente asociada a AF. Otras
caracteristicas clinicas y genéticas de G2 fueron publicadas en
Moreno et al. (28). En G3 fueron hermanos de 10 casos AF con-
firmados en este estudio (10 familias, 6 consanguineas) sin
sospecha de AF.

Anadlisis citogenético

Los indices calculados son presentados en la tabla 2. Los valo-
res de proporcién de células aberrantes (%), roturas por célula,
y roturas por célula aberrante en cultivos tratados en compa-
racién con los no tratados con DEB (Ver figura 2), fueron signi-
ficativamente incrementados en 43 casos pertenecientes a 40
familias y permitieron clasificarlos como afectados por AF:
41/157 (26.1 %) de G1y 2/15 (13 %) de G3; 13 casos de G1 tuvie-
ron un resultado no concluyente.

Los individuos restantes de G1, 103/157 (65.6 %), los 19 casos
de asociacién VACTERL, (100 %), los sujetos de G3, 13/15 (87 %),
y los 34 de G4 (100 %), fueron resistentes al genotéxico, con
valores en los indices evaluados muy similares y diferencias
no significativas (p>0.05) entre ellos; asi, fueron agrupados
como no afectados por AF (no-AF).

En cultivos tratados, los valores medios de roturas en el gru-
po AF fueron significativamente incrementados en relacién con
los del grupo no-AF. El incremento medio de porcentaje de
células aberrantes fue de 7 veces (medias: 79.3 % y 11.83 %
respectivamente.), roturas por célula de 48 veces (medias: 6.06
y 0.14 respectivamente), roturas por célula aberrante de 6.3
veces (medias: 7.05 y 1.16 respectivamente), e IFC de 22 veces
(medias: 663.74 y 30.18 respectivamente).

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de la muestra analizada pre- y posandlisis citogenético.

Grupos preanalisis

Caracteristica

G1 (SIAF) (7] G3

No. de casos

Grupos posanalisis
AF

AF No-
Mosaico

P- Mosaico

157 19 15 103 43 34 9
10.51

Edad al examen 10.5 2,8 13 (<1-58) 9.2 10.4 5.6
(Media/rango) (0.08-67) (<1-17) (<1-8) (4-47) (<1-7) (<1-57) (<1-21)
Sf:%l\r’lc/; - 73/84 9/10 8/7 21/13 Affsl 26/17 20/14 6/3
prop 1:1.2 1:1.1 1.1:1 1.6:1 o 1.5:1 1.4:1 21
Edad inicio 6,5

6.85 6.9 7.41 5.41
enfermedad N.A. N.A. N.A. (<1-56)
Hematolégica (<1-57) (<1-54) (2-54) (<1-17)
Consanguinidad 2/78
parental informada 13/124 0 6/15 11/23 9/16 2/7
Si/No

G1: Grupo de casos con diagnéstico clinico o sospecha de AF; G2: Grupo de casos con asociacién VACTERL, G3: Grupo de hermanos de casos AF; G4:
Grupo sano. SIAF: sospecha inicial de anemia de Fanconi; AF: anemia de Fanconi; P-Mosaico: probable mosaico; M/F: masculino/femenino; N.A.: No

aplica.
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Figura 2. Analisis de roturas cromosémicas.

Resultados de los anlisis de roturas cromosémicas e indices calculados en cultivos no tratados (No-DEB) en azul, y tratados (DEB)
en rojo en cada uno de los 43 casos AF. IFC: Indice de Fragilidad Cromosémica.

Las figuras radiales cuya presencia y complejidad son un
distintivo de la AF se presentaron en células tratadas con DEB
desde 5 hasta 240 por caso (media por célula: 0.72), mientras
que el grupo no-AF mostré de 0 a 1 (media por célula: 0.0027).

El mosaicismo somaético en células sanguineas de AF se
consideré cuando el porcentaje de células aberrantes fue
menor de 60 % (27); 9 casos con indices de células aberrantes
en un rango entre 39 % y 60% fueron clasificados como posibles
mosaicos (P-mos); 34 casos claramente fueron no-mosaicos
(No-mos), con indices de células aberrantes superiores a 60%
(rango 61 % a 100 %). Los valores medios de roturas por célula
y de roturas por célula aberrante de P-mos con respecto a AF
No-mos fueron significativamente disminuidos (p<0.005), y
significativamente diferentes de los del grupo No-AF (p<0.005)
(Ver tabla 2 y figura 3).

Trece casos fueron clasificados inicialmente como incon-
clusos. Estos casos tuvieron un conteo aumentado de roturas
cromosoémicas tanto espontaneas como inducidas por DEB, sin
embargo, las caracteristicas de las aberraciones no fueron cla-
sicas de AF. Posteriormente, en cuatro casos se descartd AF; en
los otros nueve no fue posible confirmar el resultado.

La presencia de inestabilidad espontanea en células no tra-
tadas fue altamente heterogénea, con valores para células abe-
rrantes desde 0% hasta 61% para casos de AF (Ver tabla 2, figu-
ra 2). Estos valores presentaron solapamiento con los de No-AF
en todos los indices, y no hubo una separacién clara entre
afectado y no afectado a pesar de las diferencias significativas
(p<0.005) en los valores medios entre los dos grupos. El anali-

sis de cariotipo detecté anomalias cromosémicas en 5 sujetos
(4 de G1y 1 de G4) y variantes en heterocromatina constitutiva
en 3 participantes.

Tres casos fueron AF, uno presenté un clon hiperdiploide:5
4~56,XY,+3,+7,+8,+10,+13,+16,+22,+mar1,+mar2[Cp6]/46,XY[94]
en sangre, y los dos restantes variantes de la heterocromatina
46,XY,inv(9)(p12q13) y 46,XY Ygspat, consideradas no patogé-
nicas.

Caracteristicas demogrificas y clinicas del grupo de casos AF

Enla tabla 1 se describen las caracteristicas demograficas para
AF. La edad media a la toma de la muestra del grupo AF fue de
9.2 afios (mediana: 8). El nimero de casos de sexo masculino
con relacién a los de sexo femenino fue significativamente
diferente con una proporcién 1.5:1 (p<0.05) y opuesta a la del
grupo SIAF No-AF. Consanguinidad parental fue confirmada en
11/43 (25.6 %) casos de 8 familias, 23/43 (53.5 %) informaron no
consanguinidad, y 9/43 (21 %) no informaron.

En AF practicamente todos los sistemas fueron afectados,
sin embargo, fue mayor en los sistemas (de mayor a menor)
hematolégico (p<0.05), esquelético (p<0.005), tegumentario
(p<0.005), fenotipo facial (p<0.005), la talla (p<0.05) y urinario
(p<0.005) (ver figura 4). El sistema hematoldgico presenté afec-
tacién en 40 casos (93 %), mayoritariamente por fallo de la
médula 6sea (MO) y trombocitopenia. Neoplasias fueron infor-
madas en un caso con leucemia linfocitica aguda (LLA) y otro
con osteosarcoma.
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Figura 3. Medias de los valores de los diferentes indices evaluados en células expuestas a los tratamientos.

Diagrama de cajas que representa las medias de los valores de los diferentes indices evaluados en células expuestas a DEB en los grupos AF (total),
No-AF, AF No-Mosaico, y AF P-mosaico (probable mosaico). En todos los grupos las diferencias entre ellos fueron altamente significativas P<0.001.
A. % de células aberrantes; B. Roturas por células; C. Roturas por célula aberrante; D. Roturas por célula multiaberrante.

Figura 4. Caracteristicas clinicas de los dos grupos AF y SIAF No-AF.

La figura muestra en porcentajes las frecuencias de casos con cada caracteristica y en cada grupo. Las diferencias significativas
entre los dos grupos se muestran con la estrella. SIAF No-AF: Sospecha inicial de AF no anemia de Fanconi después de los analisis.
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Discusién

El fenotipo de inestabilidad gendémica en los pacientes con AF
puede ser determinado en cromosomas metafasicos aplicando
la metodologia citogenética apropiada (29). Aunque los pacien-
tes con AF pueden expresar espontaneamente elevada tasa de
roturas (30), no siempre ocurre, como se ha confirmado en este
estudio, en donde las tasas de rotura variaron ampliamente.
Por esta razoén, los protocolos estandarizados con agentes
inductores de ICLs permiten identificar el fenotipo de inesta-
bilidad, expresado preferencialmente en roturas cromatidicas
y configuraciones radiales (19,29,31). A pesar de estos protoco-
los, se estima que existe un subdiagndstico de la enfermedad
(19,32,33).

La confirmacién de AF es de extrema importancia para el
manejo y seguimiento del afectado, debido al alto riesgo de
muerte por fallo medular severo, predisposicién a cancer, y
por las implicaciones que tiene a nivel familiar (8). Por esta
razén, y la necesidad de conocimiento, se presenta el andlisis
citogenético de 157 pacientes reclutados por diagnéstico o sos-
pecha clinica de AF, y de 19 casos con asociacién VACTERL, con
confirmacién de AF en 41 casos (26 %), y dos hermanos de
afectados, previamente no sospechosos.

Los resultados reportados aqui son similares a los publica-
dos por Esmer et al. (34)hyperpigmentation, small stature, con-
genital abnormalities, and pre-disposition to neoplasia charac-
terize Fanconi anemia (FA quienes identificaron 27.8 % (15/54)
de afectados por AF en pacientes mexicanos con aplasia medu-
lar y alta sospecha clinica de AF. A diferencia del presente estu-
dio, estos investigadores hallaron también un afectado por AF
en su grupo de casos con asociacién VACTERL; esto ratifica la
necesidad de la prueba para AF durante el diagnéstico diferen-
cial de VACTERL (12,34,35)245 cases of FA reported in the lite-
rature from 1927 to 2012 identified 108 cases with at least 3 of
the defining features of VATER association; only 29 had been
so noted by the authors. The FA VATER signature was the sig-
nificantly higher frequency of renal and limb (radial and/or
thumb.

Es infrecuente que dentro del diagnéstico diferencial de la
asociaciéon VACTERL se incluya la prueba para AF, sin embargo,
el alto riesgo de enfermedad hematoldgica y de cancer en los
afectados por AF justifica su inclusién. Por otra parte, el hallaz-
go de AF en hermanos, muestra la importancia del asesora-
miento y seguimiento a la familia del paciente AF para la detec-
cién oportuna de afectados no sospechosos. En este contexto,
un caso de esta cohorte producto de una pareja consanguinea
en primer grado, y producto de un embarazo gemelar cuyo
hermano gemelo murié por multiples malformaciones dias
después del nacimiento, la sospecha de AF en el sobreviviente
solo se dio hasta la aparicién del fallo medular a los 6 afos;
paraddjicamente, luego de la confirmacién con prueba citoge-
nética del gemelo sobreviviente, la prueba en su hermano
mayor, de 8 afios, no sospechoso, resulté también positiva. Por
otro lado, dado que los hermanos son los primeros candidatos
como donantes de células madre hematopoyéticas para el tra-
tamiento del fallo medular, es importante establecer su estado
de afectado o sano (36). AF es mayoritariamente autosémica

recesiva, por lo tanto, cada hermano de un afectado tendrd un
riesgo de 25 % de AF que debe ser determinado (1).

En grupos de pacientes con caracteristicas similares a las
presentadas aqui, Auerbach et al. (25) con pacientes remitidos
a IFAR (del inglés: International Fanconi Anemia Registry), Kor-
gaonkar et al. (37)9 (4% en pacientes del Departamento de
Hematologia del Hospital K.E.M en Mumbai-India, y Cirkovic
et al. (38) en pacientes Serbios, identificaron 61.6% (202/328),
34.4 % (67/195) y 15.2 % (10/66) de casos AF respectivamente. Es
de resaltar que los resultados reportados por estos grupos, jun-
to con los informados en México y los presentados aqui varian
ampliamente, probablemente debido a la sutileza del andlisis
clinico diferencial previo a la confirmacién citogenética. Parti-
cularmente, el nimero de casos diagnosticados en IFAR difie-
ren en gran medida de los demas, diferencia que podria deber-
se a las caracteristicas de los pacientes remitidos a IFAR, como
por ejemplo, el descarte previo de otras aplasias medulares
heredadas (39).

El presente grupo de pacientes tuvo una sospecha clinica de
AF muy heterogénea, desde casos con diagnéstico clinico de
AF y prueba citogenética previa (no concluyente en algunos
casos), hasta casos con solo aplasia medular que requerian del
diagnoéstico diferencial. De forma particular, el 21 % contaba
con una prueba citogenética previa al ingreso al estudio y el
analisis aqui realizado identificé algunas dificultades para el
diagnéstico de AF y la posibilidad de un subdiagnéstico (40). En
algunos casos se identificé que, a pesar de la alta sospecha
clinica, las pruebas citogenéticas confirmatorias fueron falli-
das. Las posibles causas identificadas fueron: 1) no especifica-
cién clara en la orden médica sobre un estudio de fragilidad
para AF, 2) uso del clastégeno no adecuado para la induccién
de ICLs o pérdida de actividad de este, y 3) prueba de inestabi-
lidad no adecuada para AF. DEB y MMC son ampliamente usa-
dos para el diagnéstico de AF y ambos ofrecen sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad cuando se aplican los proto-
colos estandarizados (8). Auerbach (25,41) sin embargo, reco-
mienda precaucién al utilizar estos clastégenos especialmen-
te la MMC, debido a que ligeras variaciones en su concentraciéon
pueden generar falsos negativos o falsos positivos, mientras
que DEB es mas estable y reduce esta posibilidad (42,43).

Durante el diagndstico de AF por pruebas citogenéticas o
moleculares pueden presentarse mosaicismos somaticos en
células sanguineas de los pacientes y dificultar el diagnéstico
(42). Esta condicién también denominada «terapia génica natu-
ral», surge en una célula madre del tejido hematopoyético por
mutaciones que corrigen el defecto genético en uno de los ale-
los alterados y restablece la funcién reparadora en la célula y
su descendencia por expansién clonal (43-45)bone marrow
failure (BMF. En AF el fenotipo celular en mosaico es evidencia-
do por la presencia de poblaciones celulares sanguineas gené-
ticamente distintas y una alta variacién en la sensibilidad a
los agentes inductores de ICLs (27,42,46). Esta variaciéon depen-
de del tamartio del clon corregido y puede alcanzar desde un
40% hasta el 100 % de células insensibles al clastégeno (47)with
nonhematologic symptoms of Fanconi anemia (FA.

El mosaicismo en AF puede presentarse hasta en un 2 5%
de los casos, por lo cual cuando los resultados de las pruebas
diagnésticas no son los clasicos o son no concluyentes en un
sospechoso, debe considerarse esta posibilidad (46). En este
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estudio, 9/43 casos (20.9%) fueron clasificados como P-mos,
concordando con los reportes en otras poblaciones (27,46). Este
grupo registré entre un 40 % y 61 % de células insensibles al
clastégeno (<60% de células aberrantes) y la linea celular abe-
rrante mantuvo una sensibilidad al dafio relativamente alta,
aunque con una disminucién significativa en los valores
medios con relacién al grupo AF No-mos. En AF el fenotipo en
mosaico se ha asociado con aparicién tardia de sintomas
hematoldgicas, proteccién contra complicaciones severas, y
reduccién en la necesidad de trasplante (48)bone marrow fai-
lure (BMF; en contraste con lo anterior, nuestro grupo P-mos
mostré un promedio de edad de inicio menor de la del grupo
No-mosaicos, por lo tanto, se sugiere evaluar las causas de
inicio més temprano de sintomas y realizar seguimiento hema-
tolégico continuo.

Este resultado concuerda con el grupo clasificado por Cas-
tella et al. (27) como probable mosaico (40 % a 60 %), y no se
registré un grupo separado definido como mosaicos segin el
criterio de estos investigadores, en dénde el rango de células
aberrantes fue reportado entre el 10 % y el 38 % (27). De otra
parte, un grupo de 13/157 (8.3 %) casos fue clasificado como
“inconcluso” con resultados de indices de % de células aberran-
tes entre 20 % y 46 %. Estos resultados claramente se solaparon
con los resultados del grupo No-AF y P-Mos, sin embargo, debi-
do a la presencia mayoritaria de aberraciones no tipicas de
anemia de Fanconi como fragmentos acéntricos, reordena-
mientos cromosémicos estructurales y ausencia de figuras
radiales se clasificé6 como inconcluso.

De manera particular, un caso, en ambos tipos de cultivo
mostro elevada tasa de dafio tipico de exposicién a radiacién
y prueba negativa en fibroblastos, probablemente por efecto
del tratamiento con quimioterapéuticos para un meduloblas-
toma. Otros tres casos, uno con 35 %, y dos, cada uno con 46 %
de células aberrantes, se les confirmé sindrome de Emberger
(49), sindrome de Wiskott Aldrich (50) y sindrome de desnutri-
cién severa, respectivamente. Estas observaciones hacen con-
siderar que en algunos casos otras condiciones genéticas, fisio-
légicas, de fallo medular, o del ambiente en los pacientes,
distintas a AF, pudieran generar una moderada respuesta repa-
radora del dafio, dificultando su clasificacién por prueba cito-
genética.

Se ha informado que, en aproximadamente un 10 % de los
pacientes con sindromes de fallo medular heredado (no-AF), o
en heterocigotos para las mutaciones AF puede hallarse un
ligero aumento en la frecuencia de células aberrantes y de rotu-
ras, que pueden dificultar el diagnéstico (42). En este contexto,
es importante la experticia en el reconocimiento de los eventos
citogenéticos de inestabilidad en AF durante los analisis, rea-
lizar prueba en fibroblastos, o aplicar metodologias molecula-
res como whole exome sequence (WES) para la definicién diag-
noéstica cuando los resultados son no concluyentes (24,29,42).

Castella et al. (27) han propuesto el uso del IFC para clasifi-
car a los pacientes como AF durante el analisis de la prueba
citogenética; asi, en pacientes AF espafoles confirmados con
prueba molecular establecieron valores de IFC <40 para indivi-
duos no-AF y >55 para individuos AF incluidos los mosaicos.
En el presente estudio, el IFC en individuos sanos fue muy
variable y mas alto del propuesto (rango: 0 a 66.86). Claramen-
te los valores de IFC en individuos AF y AF P-mos (rango: 131.2

a 2201) los diferenciaron de los individuos No-AF, sin embargo,
no se establecié un valor umbral para separar la poblacién No-
AF de AF debido a la no identificacién de individuos AF-mosai-
co con valores de células aberrantes menores de 40 % (27,42,46);
de esta manera, en casos con alta sospecha de AF y prueba no
concluyente se hace necesario aplicar otras pruebas confirma-
torias.

El hallazgo de un clon anormal hiperdiploide en sangre peri-
férica (6 %: 6/100 metafases) de un caso AF, aunque es raro,
podria relacionarse con evolucién clonal en MO, o progresiéon
neopléasica, dada la elevada predisposicién en AF a sindrome
mielodisplasico (SMD) y leucemia mieloide aguda (LMA) (51,52)
progressive marrow failure and predisposition to myelodys-
plastic syndrome (MDS. En AF la evolucién clonal de alteracio-
nes cromosémicas como ganancia de 1q, 3q y 13q, pérdida de
7,7q 0 20q, pueden indicar progresién maligna, siendo 3q espe-
cialmente critico (51,53,54). Por esta razén, el hallazgo de estas
alteraciones en LMA de novo puede ser un indicador de AF que
debe ser confirmado (54,55)ataxia telangiectasia (A-T. El caso
descrito aqui fue informado con trombocitopenia, y el clon
anormal no tiene las caracteristicas para SMD o LMA, proba-
blemente se trate de un clon transitorio (51), o de un clon que
delinee una neoplasia como LLA en la que la hiperdiploidia es
comun (56). LLA es poco comun en AF, pero se ha reportado en
algunos casos (52,57)332 developed hematologic abnormalities
at a median age of 7 years (range, birth to 31 years, asi que en
casos como el aqui descrito se recomienda vigilancia de la MO
y seguimiento para progresién clonal (51), lo cual no fue posible
por pérdida de comunicacién con el paciente.

Las manifestaciones fenotipicas del grupo AF involucraron
mayoritariamente el sistema esquelético, tegumentario, feno-
tipo facial, talla, y sistema urinario, en concordancia con lo
previamente informado (23,58). El sistema endocrino en parti-
cular fue la excepcién debido a que no se hallaron datos en las
historias clinicas, a pesar de que se ha reportado su afectaciéon
hasta en un 81% de los pacientes AF (8,59). En relacién con lo
anterior, la talla baja, que podria estar asociada a deficiencia
de la hormona de crecimiento y disfuncién tiroidea, se ha
reportado en mas del 50 % de los casos, y aunque en este estu-
dio fue menor (40%), podria evidenciar el compromiso del sis-
tema endocrino, lo cual deberda confirmarse con las pruebas
apropiadas (59,60).

La anomalia hematolégica fue la caracteristica clinica méas
prevalente, presentdndose en el 93 % de los pacientes a un
promedio de edad de inicio de los sintomas de 6.9 afnos (<1 a
54), concordante con lo reportado para AF; se ha establecido
que los pacientes a una edad promedio de 7 afios podrian haber
desarrollado algun tipo de anomalia hematolégica, cuyo riesgo
a los 40 anos es del 90 % (52,57)a prospectively collected data-
base of FA patients, allows us the unique opportunity to analy-
ze the natural history of this rare, clinically heterogeneous
disorder in a large number of patients. Of the 754 subjects in
this study, 601 (80%. Es de resaltar que la edad promedio a la
toma de la muestra fue de 9.2 afios (<1 a 57), lo cual sugiere que
en algunos casos la sospecha de AF ocurrié hasta la aparicién
de anomalia hematolégica, y que, ademas, la confirmacién por
prueba citogenética fue mucho mas tardia.

El retraso en la confirmacién diagnéstica de los pacientes
es comun en otras poblaciones y es mas notorio en fenotipos
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leves (10,32,61). Estas observaciones refuerzan la importancia
de implementar protocolos que contemplen el diagnéstico dife-
rencial de AF en diferentes escenarios clinicos. De manera par-
ticular los familiares de algunos pacientes concordaron en que
los primeros sintomas hematolégicos coincidieron con cuadros
infecciosos de dengue. Probablemente en regiones endémicas
de dengue, la adquisicién de la infeccién por los pacientes en
proceso de agotamiento de su MO, previo a un diagnéstico de
AF, solape los sintomas del fallo medular (trombocitopenia o
leucopenia) con un cuadro sintomatico de dengue, o, por el
contrario, la infeccién exacerbe el agotamiento de las células
madre y dé paso a una franca expresién de los sintomas hema-
tolégicos.

Conclusién

Este es el primer reporte de estudio en AF en poblacién colom-
biana. La prueba citogenética permitié identificar la poblacién
afectada por AF dentro de un amplio grupo de pacientes con
caracteristicas clinicas incluidas dentro del espectro de AF que
pueden compartirse con otras entidades clinicas. Se destaca
de manera particular la identificacién de hermanos afectados
a quienes previamente no se les habia sospechado AF, resal-
tando la importancia del arbol genealdgico luego de confirmar-
se un probando. El andlisis de cariotipo sumado al de fragilidad
cromoso6mica podria brindar informacién adicional sobre el
estado del paciente, y aunque en este protocolo no se estudié
cariotipo en MO de los pacientes AF, este es altamente reco-
mendado para establecer evolucién clonal de alteraciones cro-
mosoémicas y vigilar tempranamente el riesgo de progresién
maligna.
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