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_Resumo

A Anemia de Fanconi (AF) é uma doenga recessiva rara, com uma fre-
quéncia estimada de 4 a 7 por 1 000 000 de nascimentos. Carateriza-

se por malformacdes congénitas, faléncia medular e hipersensibilidade
a agentes clastogénicos de DNA. Devido a grande complexidade desta
patologia a primeira abordagem de diagndstico, consiste na analise da
instabilidade cromossémica, apds cultura celular com estimulagdo com
agentes clastogénicos diepoxibutano (DEB) ou mitomicina C (MMC). Re-
alizou-se um estudo retrospetivo de 34 anos (1980-2014) em 243 amos-
tras com suspeita de AF e de 25 amostras de familiares de doentes de
AF, num total de 268 amostras. Nas 243 amostras suspeitas de Anemia
de Fanconi, foram identificadas 37 com AF. A idade média ao diagnésti-
co foi de 7 anos, existindo um ligeiro predominio da incidéncia no sexo
feminino (59%). Uma amostra foi classificada como AF(-/+). Nos fami-
liares de doentes com AF foram identificados 2 casos positivos, o que
perfaz 39 amostras de AF positivas. Em quatro das amostras AF nega-
tivas, observaram-se cariotipos anormais. Estes resultados nao permi-
tem estimar uma frequéncia de doentes de AF em Portugal, uma vez que
néo englobam individuos de todas as regides portuguesas, mas permi-
tem uma estimativa da frequéncia espectavel.

_Abstract

Fanconi anemia (FA) is a rare recessive disease with an estimated fre-
quency from 4 to 7 per 1 000 000 live births. It is characterized by con-
genital malformations, bone marrow failure and hypersensitivity to DNA
clastogenic agents. Due to the great complexity of the pathology the first
diagnostic approach is the analysis of chromosomal instability in cultured
cells after stimulation with the clastogenic agents diepoxybutane (DEB)
or mitomycin C (MMC). We performed a retrospective study of 34 years
(1980-2014) in 243 samples suspected of FA and 25 samples from rela-
tives of FA patients, totalizing 268 samples. In 243 suspected samples
37 were confirmed to be FA. The average age at diagnosis was 7 years,
with a slight predominant incidence in females (59%). One sample was
classified as FA (-/+). Among the patients’ relatives, 2 positive FA cases
were identified totaling 39 positive samples. In four negative samples of
suspected FA, abnormal karyotypes were observed. Since these samples
are not representative of individuals from all Portuguese regions, the data
only allow estimating the frequency of FA in Portugal.

_Introdugéo

A Anemia de Fanconi (AF) é uma doenca rara, com uma fre-
quéncia estimada de 4 a 7 por 1 000 000 de nascimentos,
podendo este valor aumentar em grupos étnicos com consa-
guinidade (1:2),

E uma doenca genética autossomica recessiva, que podera ter
transmissao ligada ao cromossoma X (#227650) (3). Doentes
com AF podem apresentar malformagdes congénitas, faléncia
da medula 6ssea, hipersensibilidade a agentes clastogénicos
de DNA, fragilidade cromossémica e uma maior suscetibilida-
de para doengas oncoldgicas. Entre 60 a 70% dos individuos
afetados apresentam malformacdes congénitas entre as quais:
baixa estatura, pigmentagao anormal da pele (manchas café-

au-lait), atraso de desenvolvimento, malformacdes do esquele-
to, olhos, sistema urinario, cardiaco, gastrointestinal e nervoso
central (%), A maioria destes doentes apresentam ainda uma fa-
|éncia medular progressiva que se carateriza por pancitopenia
e uma grande incidéncia de doencgas hemato-oncoldgicas (10-

30%) e de doengas oncoldgicas ndo hematoldgicas (25 a 30%),
como os tumores soélidos da cabega, pescogo, pele, entre
outros (3),

A AF é uma patologia com uma grande heterogeneidade ge-
nética, que envolve varios genes de reparacao de DNA e de
estabilidade cromossémica (). Até & presente data, ja foram
identificados 19 genes associados a AF, contudo, devido aos
critérios de selecao, apenas 15 estdo classificados como genes
causadores de doenca, nomeadamente, [FANCA; FANCB;
FANCC; BRCA2 (FANCD1) FANCD2; FANCE; FANCF; FANCG
(XRCCY); FANCI; BRIP1 (FANCJ);, FANCL; PALB2 (FANCN);
SLX4 (FANCP); FANCQ (ERCC4); FANCT] ). Os genes
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RAD51C (FANCO), FANCR e FANCS séo considerados “AF-
like”, uma vez que induzem sindromes de fragilidade cromossoé-
mica e malformacdes idénticas as observadas nos doentes de
AF, mas ndo apresentam faléncia medular (4). O FANCM néo
¢ considerado um gene causador de AF, pois ainda nao exis-
tem estudos suficientes que demonstrem esta associagao (4).
Aproximadamente 85% dos individuos afetados apresentam
mutacdes nos genes FANCA, FANCC e FANCG e as restantes
encontram-se distribuidas pelos outros 12 genes (3:5:9). Contu-
do existem doentes de AF que ndo apresentam mutagdes nos
15 genes identificados, 0 que sugere que existem mais genes
envolvidos por identificar (3:5).

Devido a grande complexidade desta patologia a primeira abor-
dagem de diagndstico, consiste na detecéo de aberracdes cro-
mossomicas (quebras, rearranjos estruturais, radiais, anéis)
em células de sangue periférico em cultura em resposta a um
agente clastogénico como o diepoxibutano (DEB) ou mitomici-
na G (MMC).

_Objetivo

Apresentacéo dos resultados obtidos dos estudos de instabili-
dade cromossémica induzida por DEB e MMC realizados entre
1980-2014 na Unidade de Citogenética do Departamento de
Genética Humana do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricar-
do Jorge (INSA).

_Métodos

Foi realizado um estudo retrospetivo de 34 anos (1980-2014)
de 243 amostras enviadas a unidade de citogenética com sus-
peita de AF e de 25 amostras de familiares de doentes de AF.
Num total de 268 amostras, foram analisadas 260 de sangue
periférico, 3 de bidpsia de pele, 3 de liquido amnidtico, 1 de
sangue do cordédo e 1 de sangue medular,

As amostras foram processadas segundo o protocolo estabe-
lecido para a anélise cromossémica de doencas associadas a
fraturas, incluindo cultura celular com estimulagdo por MMC
e/ou DEB, para cada produto bioldgico, seguida de analise
microscopica para estudo da determinacdo da instabilidade

cromossomica induzida pelo DEB e/ou MMC, de acordo com
o protocolo estabelecido pelo International Fanconi Anemia
Registry (IFAR).

_Resultados

Nas 243 amostras analisadas no perfodo entre 1980 e 2014
foram identificados 37 casos (15,2%) de AF (gréafico 1).

Uma das amostras foi classificada como AF (-/+), uma vez que 0
estudo nao evidenciou um numero de quebras cromossoémicas
suficientes para ser catalogado como doente de AF, podendo
tratar-se de um mosaico, situacao que este teste nao permite
identificar (9).

A idade média ao diagnéstico foi de 7 anos, existindo um ligeiro
predominio da incidéncia no sexo feminino, com 59%.

Nos estudos citogenéticos dos familiares com AF foram identifi-
cados mais 2 casos positivos, 0 que perfaz 39 amostras de AF
positivas (14,6%), numa populacao total de 268.

Em quatro das amostras AF negativas analisadas foram obser-
vados cariotipos anormais (tabela 1).

Grafico 1: £ Nimero de doentes identificados de Anemia de
Fanconi, entre 1980 e 2014.
1:0,4%
37:15,2%
@ AF(-/4)
205; 84,4% @ AF+
L AF-
n=243 .

AF-/+: ndo apresenta nimero de quebras cromossémicas suficientes para
ser considerado doente de AF; AF+: doente de AF; AF-: ndo doente de AF.
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Tabela 1:
Caso n° Informagéo clinica Sobreposicao
c/ fenotipo AF
o Agenésia bilateral do radio +

o Proeminéncia das bossas frontais -
o Dismorfia das maos +

o Sem alteragdes do SP -

o Atraso de Desenvolvimento psico-motor +
o Peso e altura <P5 desde os 6 meses +
! o Implantagédo baixa do polegar +
o Qutras pequenas dismorfias +
1l o Malformagdes dos membros superiores +
o Trombocitopénia ligeira + macrocitose +
o Hb fetal 1 +
o Focomelia +
IV
o LCA (Amaurose congénita de Leber) -
o Mé evolugéo ponderal +
o Baixa estatura +

_Conclusdes

Este estudo evidéncia que a maioria dos individuos com suspei-
ta de AF sdo negativos. Este facto deve-se a sobreposicdo do
fendtipo dos doentes de AF com o de outras sindromes, das
quais é exemplo Dubowitz, Seckel, Holt-Oram, Baller-Gerold,
trombocitopenia - auséncia de radio, sindromes de quebras
de Nijmegen, associacao VACTERL e/ou disqueratose congéni-
ta, e ainda, a presenca de anomalias cromossomicas, que po-
der&o induzir um fenotipo semelhante ao de um doente de AF.
Também a existéncia de doentes de AF assintomaticos e a so-
breposigao fenotipica com outras sindromes, contribuem para
um subdiagndstico desta patologia.

Contudo, ao longo de 34 anos, foram identificados, 39 novos
casos de AF oriundos maioritariamente da regiao de Lisboa e
Vale do Tejo, casos pontuais da Regiao Auténoma dos Acgores,
regido centro e dos Paises Africanos de Lingua Oficial Portu-
guesa (PALOP). Dois destes novos casos foram identificados
em familiares diretos dos casos index, assintomaticos até a

Informagao clinica versus dados bibliograficos nas 4 amostras de suspeita de Anemia de Fanconi com cariotipo anormal.

Fendtipo vs cariétipo

G (dados bibliogréficos)

Baixa estatura (©)
Clinodactilia ()
mos47,XY,+7[3]/46,XY[47] Assimetria corporal ©
Facies triangular (©)
Atraso desenvolvimento psico-motor @)
46,XY,dup(2)(p23.1p24.3). Microcefalia (7)

ish dup(2)(wcp2+) Testa proeminente (7)

Dismorfias faciais (7)

47,XX,+mar[2]/46,xx[28]

Pancitopénia com marcada

trombocitopénia (&)

Doengas hematologicas (©)
46,X,i(X)(p10)[11]/46,XX[39] )

Apneia (&)

Hipotonia (®)

Atraso de crescimento ()

data do diagndstico, o que demonstra que o estudo citogenéti-
co € relevante, ndo so6 para a identificagao dos doentes de AF,
mas também para os seus familiares diretos. Por este motivo
sugere-se que seja realizado o estudo familiar dos individuos
AF positivos e um aconselhamento genético adequado.

Foram analisadas amostras, de individuos com um fendtipo
sugestivo de AF, mas cujo estudo citogenético de quebras
cromossémicas revelou nao serem doentes de AF. No entan-
to, estes estudos permitiram pela analise cromossémica por
citogenética convencional identificar um cariotipo anormal
(tabela 1). Por este motivo e como forma de despiste prima-
rio, sugere-se a realizagdo de cariotipo constitucional, em
simultaneo com a pesquisa de quebras cromossémicas indu-
zidas pelos agentes clastogénicos MMC e DEB.

Estes resultados ndo permitem estimar uma frequéncia de do-
entes de AF em Portugal, uma vez que nao englobam individu-
0s de todas as regides portuguesas e por outro lado, estao
incluidos dois individuos de origem PALOP. Se ndo considerar-
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mos estas duas amostras provenientes dos PALOP e estiman-
do uma populagdo de 10 milhdes de habitantes em Portugal,
a frequéncia sera muito baixa, com um valor aproximado de =
4 individuos por milhao de habitantes. Este valor néo se encon-
tra longe do estimado para 0s paises europeus que é de 4 a
7 por 1 000 000 de nascimentos, de acordo com Gulbis et al.
em 2010 (1) A diferenca observada entre estes valores podera
estar relacionada com o facto de 0 nosso estudo nao englobar
amostras provenientes de todas as regides de Portugal.
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