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Resumen

Introduccién

La anemia de Fanconi es una enfermedad gené-
tica con herencia autosémica recesiva caracteri-
zada por aplasia medular, predisposicién a
leucemia mieloide aguda, tumores solidos y
aumento en la inestabilidad cromosomica. Este
sindrome puede considerarse como modelo bio-
légico para analizar sustancias naturales con
posible efecto genotdxico, dificiles de evaluar
en células normales. Los objetivos de este estu-
dio son describir y cuantificar las alteraciones
cromosdémicas estructurales inducidas por cinco
flavonas, dos isoflavonas y una droga quimio-
terapéutica inhibidora de la topoisomerasa I,
en cultivos de linfocitos de anemia de Fanconi a
fin de determinar si existe un incremento en el
namero Yy tipo de dafio cromosémico respecto
al control.

Materiales y métodos

Se analizaron los cromosomas de linfocitos es-
timulados con fitohemaglutinina M de una pa-
ciente con anemia de Fanconi. Se evaluaron 100
metafases de cada uno de los cultivos expuestos
a las sustancias y control basal. Las alteraciones
cromosomicas fueron documentadas con foto-

grafias convencionales y digitales mediante ana-
lizador de iméagenes. Se utiliz6 la prueba de c?
para determinar diferencias significativas entre
el dafio cromosémico entre cultivos expuestos
Y no expuestos con un valor de P <0,05.

Resultados

Se encontraron 431 alteraciones cromosomicas
en 1000 metafases analizadas; la genisteina
tuvo el mayor efecto genotoxico, seguida de la
genistina, fisetina, kaenferol, quercetina, baica-
leina y miricetina. Las anomalias mas frecuen-
tes fueron las rupturas cromatidicas, rupturas
cromosdmicas, brechas (gaps) cromatidicas y cro-
mosomicas, intercambios cuadri-radiales,
cromosomas dicéntricos y rearreglos complejos.

Conclusién

Los bioflavonoides genisteina, genistina y fiseti-
na, presentes comunmente en la dieta, aumenta-
ron el nimero de alteraciones cromosomicas de
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manera significativa respecto al control en linfo-
citos de anemia de Fanconi.

Palabras clave: anemia de Fanconi, altera-
ciones cromosoémicas, bioflavonoides, topoiso-
merasa ll.

Summary

Introduction

Fanconi anemia is an autosomal recessive dis-
ease characterized by a variety of congenital ab-
normalities, progressive bone marrow failure,
increased chromosomal instability and higher
risk to acute myeloid leukemia, solid tumors. This
entity can be considered an appropriate biologi-
cal model to analyze natural substances with pos-
sible genotoxic effect. The aims of this study were
to describe and quantify structural chromosomal
aberrations induced by 5 flavones, 2 isoflavones
and a topoisomerase Il chemotherapeutic inhibi-
tor in Fanconi anemia lymphocytes in order to
determine chromosomal numbers changes and/
or type of chromosomal damage.

Materials and methods

Chromosomes stimulated by phytohaemagglu-
tinin M, from Fanconi anemia lymphocytes,
were analysed by conventional cytogenetic cul-
ture. For each chemical substance and controls,

one hundred metaphases were evaluated. Chro-
mosomal alterations were documented by pho-
tography and imaging analyzer. To statistical
analysis was used chi square test to identify sig-
nificant differences between frequencies of chro-
mosomal damage of basal and exposed cell
cultured a P value less than 0.05.

Results

There were 431 chromosomal alterations in
1000 metaphases analysed; genistein was the
more genotoxic bioflavonoid, followed in de-
scendent order by genistin, fisetin, kaempferol,
quercetin, baicalein and miricetin. Chromo-
somal aberrations observed were: chromatid
breaks, chromosomal breaks, cromatid and
chromosomal gaps, quadriratials exchanges,
dicentrics chromosome and complex rear-
rangements.

Conclusion
Bioflavonoids as genistein, genistin and fisetin,
which are commonly present in the human diet,
showed statistical significance in the number of
chromosomal aberrations in Fanconi anemia
lymphocytes, regarding the basal damage.

Key words: Fanconi Anemia, Chromosomal
Alterations, Bioflavonoids, Topoisomerase 11.

Introduccion
La anemia de Fanconi (AF) es una enfermedad
genética con herencia autosomica recesiva (1) o
ligada al sexo (2). Las principales caracteristi-
cas fenotipicas son aplasia medular progresiva,
aumento en la inestabilidad cromosomica y
predisposicién a leucemia mieloide aguda y tu-
mores sélidos (1-8).

La AF se presenta con baja frecuencia entre la
poblacion; se asocia con baja estatura, anomalias

esqueléticas en antebrazos, dedos, cadera y rodi-
llas, malformaciones renales y coardiacas, man-
chas cutaneas ““café con leche”, microcefalia, retraso
mental e hipogonadismo en varones (3-6).
Segun los estudios de Kutler y col. (4), el pro-
medio de vida de estos pacientes es de veinticua-
tro afios, la probabilidad de desarrollar tumores
solidos a los cuarenta afios es del 28%y la preva-
lencia de la aplasia medular es del 80%o. Entre los
tumores desarrollados, el 60% son hematolo-
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gicos y entre los no hematoldgicos el mas fre-
cuente es el carcinoma de células escamosas. Hay
que destacar que la expresividad es variable y que
los sintomas no se presentan en todos los casos,
por lo que el diagndéstico basado solo en la clini-
ca no es completamente fiable; sin embargo, la
inestabilidad cromosdmica es constante, mo-
tivo por el cual se utiliza como método diag-
naéstico el ensayo citogenético de aberraciones
cromosomicas en linfocitos de sangre periférica
tras la exposicion a mitomicina C (MMC) o
diepoxibutano (DEB), a cuyos efectos son hiper-
sensibles (2-5).

La AF es una enfermedad con heterogeneidad
clinica y genética con al menos once genes dife-
rentes involucrados que dan nombre a los gru-
pos de complementacion (tabla 1). No todos han
sido clonados y caracterizados, y poco se sabe
de sus funciones (9). Ninguno de ellos muestra
homologia con otras especies o con otros del
genoma humano, excepto FANG, idéntico al
XRCC9 en el hamster, comprometido con la hi-
persensibilidad a los agentes inductores de enla-
ces cruzados (lesiones en el ADN) (10).

Aunque se desconoce el modo preciso en que
las proteinas AF actlan, las evidencias mues-
tran que el fenotipo de la AF es consecuencia de
los defectos en la reparacién del ADN (11-13).
El gen més afectado es FANCA (tabla 1) debido
amutaciones que en su mayoria son grandes de-
leciones, favorecidas por recombinaciones sobre
secuencias Alu (14, 15).

Uno de los hallazgos mas importantes en los
Gltimos afios ha sido el descubrimiento que
FANCD1 es idéntico a BRCA2 (16, 17), refor-
zando el concepto de que el defecto en la repara-
cion de las dobles rupturas de ADN es critico en
lainestabilidad gendmica y tumorogénesis pre-
sentes en la AF (18, 19).

La topoisomerasa Il es una enzima nuclear
que interviene en procesos de segregacién cro-
mosdmica, recombinacién, condensacion y
disyuncion de crométides hermanas; adicio-
nalmente, relaja el estado topoldgico del ADN
mediante cortes y religamientos de la doble ca-
dena. Los inhibidores de topoisomerasa Il act(ian
formando un complejo covalente intermediario
entre laenzimay el ADN, inhibiendo su funcién
Yy, en consecuencia, induciendo dafio citotéxico
(20-22). La droga mas reconocida de este grupo
es el etop6sido, que se usa como agente terapéu-
tico en tumores malignos (23-26).

Estudios recientes han considerado los bio-
flavonoides como inhibidores naturales de la
topoisomerasa Il (27). Estas sustancias se en-
cuentran de forma ubicua en las flores y frutos
de plantas, donde se han identificado mas de
4000 variedades de los siguientes grupos:
flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonoles y fla-
vanoles (27-30).

Dado que en laanemia de Fanconi se presen-
ta un aumento en la inestabilidad cromosémica,
secundario a las deficiencias en la maquinaria
de reparacion de las rupturas del ADN, esta en-
fermedad podria ser utilizada como modelo bio-
l6gico para analizar sustancias con posible
potencial genotoxico y dificiles de evaluar en cé-
lulas normales.

Este articulo pretende describir y cuantificar,
mediante analisis citogenético convencional, las
aberraciones cromosémicas estructurales (figu-
ra 1) inducidas en linfocitos, provenientes de un
paciente con AF, por siete inhibidores naturales
de topoisomerasa Il: cinco flavonas (baicaleina,
miricetina, quercetina, fisetina, kaenferol) y dos
isoflavonas (genisteina y genistina), con el ob-
jetivo de determinar si estas sustancias aumen-
tan el nUmero y tipo de dafio cromosémico con
respecto al control.
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Tabla 1. Genes involucrados en AF, localizacion, tamafio y prevalencia de cada uno de ellos

Gen Localizacion Namero de Aminoacidos Prevalencia
exones
FANCA 16q24.3 43 1455 66%
FANCB Xp22.31 10 859 <1%
FANCC 9q22.3 14 558 12%
FANCD1/BRCA 2 13q12 27 3418 <1%
FANCD?2 3p25.3 44 1451 <1%
FANCE 6p21.3 10 536 4%
FANCF 11p15 1 374 4%
FANG 9q13 14 622 12%
FANCI ND ND ND <1%
FANCJ ND ND ND <1%
FANCL 2p16.1 14 375 <1%

ND: No definido

Figura 1. Alteraciones cromosomicas estructurales
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a) Ruptura cromatidica con fragmento acéntrico alineado. b) ruptura cromosémica con fragmento

acéntrico alineado. c) Ruptura cromatidica con fragmento acéntrico desplazado. d) Ruptura cromosémica
con fragmentos acéntricos desplazados. €) Lesidn acromatica o gap cromatidico. f) Lesion acromatica o
gap cromosémico. g) Cromosoma dicéntrico. h) Intercambio cuadri-radial. i) Rearreglo complejo (31-32).
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Metodologia

Se analizd una paciente con diagnéstico clinico
de anemia de Fanconi y prueba de sensibilidad
citogenética a mitomicina C. Se extrajeron
20 mL de sangre venosa periférica en tubos con
heparinay se utilizaron 2 mL por cada exposi-
cion a 200 mM de los bioflavonoides, dime-
tilsulfoxido (DMSO, diluyente) (32) y 20,017 mM
de etopdsido como control positivo (induce
aproximadamente 10% de aberraciones cro-
mosomicas en células normales) (31, 32) du-
rante dos horas.

A continuacion se hicieron cultivos adicionan-
do 3,5 mL de medio de cultivo RPMI 1640 (enri-
quecido con L-glutamina), 1,5 mL de suero bovino
fetal y 0,2 mL de fitohemaglutinina M. Después
de 72 horas de incubacion a 37 °C, se hizo la ex-
traccion de metafases agregando 0,1 mL de
colcemid por cada mL de cultivo y resuspension
de las células en una solucién hipoténica de clo-
ruro de sodio (0,075 M). Una vez lavado el mate-
rial cromosémico con una solucion fijadora
(metanol/acido acético), se extendid sobre lami-
nas de vidrio para la coloracion con una solucion
de quinacrina al 0,5% (bandas Q).

Por ultimo, se analizaron por cada ensayo
100 metafases en un microscopio con lampara
de fluorescencia y la observacién de dos eva-
luadores independientes. Todas las aberracio-
nes se documentaron mediante fotografias
convencionales y digitales.

Se utilizo la prueba de c? (statistix 7.0) para
determinar diferencias significativas de las fre-
cuencias del nimero y tipo de aberraciones cro-
mosomicas entre los cultivos celulares expuestos
a bioflavonoides y controles, con P< 0,05.

Resultados
El grupo de bioflavonoides conformado por
genisteina, genistina y fisetina indujeron de

manera significativa un nimero mayor de alte-
raciones respecto al grupo de quercetina, baica-
leina'y miricetina, que no se diferencio respecto
al control basal y exposicion a DMSO (figura 2
y tabla 2). En general, todos los compuestos cau-
saron rupturas cromatidicas; fisetina fue el bio-
flavonoide que las indujo con mayor frecuencia.
En menor frecuencia se dieron las brechas cro-
mosoémicas y cromatidicas, reordenamientos
complejos, intercambios cuadri-radiales y cro-
mosomas dicéntricos (tabla 2).

Con respecto al control basal, la frecuencia
de alteraciones cromosdmicas aumenté con di-
ferencias significativas en los cultivos celulares
expuestos a genisteina (62%b), genistina (56%o),
fisetina (55%) y kaenferol (46%0). No hubo di-
ferencias significativas entre el dafio cromo-
sémico basal y el inducido por DMSO, indicando
que el diluyente no influy6 en el aumento de las
alteraciones cromosomicas.

El etopdsido no mostrd diferencias signifi-
cativas en la induccién de anomalias cromo-
s6micas, comparado con las provocadas por
genisteina, genistina, fisetina, baicaleinay ka-
enferol (tabla 2y 3).

Las figuras 3-6 muestran ejemplos de alte-
raciones cromosomicas observadas con mayor
frecuencia en el control basal y expuestos a
bioflavonoides.

Discusion

El mantenimiento de la estabilidad genética re-
quiere de una serie de mecanismos complejos
que involucra sefializacion y detencion del ciclo
celular hasta que la lesion sea reparada, o induc-
cion a la apoptosis cuando este dafio es irreversi-
ble. El dafio en alguno de los genes involucrados
en estas rutas conduce a la inestabilidad genética
y a enfermedades que predisponen al cancer.
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Figura 3. Metafase del cultivo celular expuesto Figura 4. Metafase del cultivo celular basal
a genistina

1) Ruptura cromatidica con fragmento acéntrico Cromosoma dicéntrico.
alineado. 2) Ruptura cromatidica con fragmento

acéntrico desplazado. 3 y 4) Rupturas cromosomi-

cas con fragmentos acéntricos desplazados. 5) “Gap

cromatidico”. 6) “Gap cromosémico”.

Figura 5. Metafase del cultivo celular expuesto | Figura 6. Metafase del cultivo celular expues-
abaicaleina to a genisteina

Intercambio cuadrirradial. Rearreglo complejo.
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La AF se produce por mutaciones en cual-
quiera de los genes FANC (tabla 1) que conlle-
van inestabilidad gendmica y predisposicién a
cancer, principalmente leucemias. La deficien-
cia en la reparacion del ADN se manifiesta por
el aumento en el nimero de rupturas cromo-
sdmicas tanto espontaneas como después del
tratamiento con mutagenos especificos. Hasta
el momento existe una discusion sobre si los
bioflavonoides son genotoxicos y carcindgenos,
dado su débil accién sobre el ADN. En este sen-
tido, la AF podria proporcionar un sistema mas
sensible para evaluar estos compuestos. Con
base en dicho supuesto se realizo la investiga-
cion presentada en este articulo.

La escasa literatura que se refiere a la geno-
toxicidad de los bioflavonoides sugiere que las
isoflavonas, como genisteina y genistina, son los
mas potentes. Esto concuerda con los resultados
mostrados aqui sobre las células de anemia de
Fanconi. Otra observacion importante se relacio-
na con que la baicaleina, aunque indujo el mayor
namero de rearreglos complejos, pertenecid al
subgrupo de menor dafio cromosomico. Esto po-
dria indicar que el tipo de dafio, ademas de la
dosis, depende de la subclase de bioflavonoide.
Este mismo resultado lo hemos encontrado en
células normales expuestas a baicaleina.

El uso de las células de anemia de Fanconi
facilita la magnificacion de la accion de los
genotoxicos, sin que esto indique que la intensi-
dad y el tipo de dafio ocurran de igual maneraen
células normales que posean una maquinaria de
reparacion eficiente; sin embargo, no todos los
individuos en una poblacion tienen la misma efi-
ciencia reparativa y ante prolongadas exposicio-
nes, como sucede en la dieta, en individuos
susceptibles podrian generarse dichos rearreglos.
Por el contrario, los compuestos que no induzcan
incrementos en los rearreglos cromosémicos en

células de anemia de Fanconi seguramente no lo
haran en células normales.

Aunque las dosis empleadas en los ensayos
son altas respecto al consumo diario de un in-
dividuo normal, el modelo de la anemia de
Fanconi podria facilitar el analisis de dosis
respuesta y posibles efectos de las concentracio-
nes fisiologicas.

Es claro que la mayoria de bioflavonoides
con accion genotdxica actan a través de la inhi-
bicion de la topoisomerasa I, similar al etopé-
sido. In vitro se ha demostrado que algunas
flavonas e isoflavonas tienen la capacidad de
romper el gen MLL en los mismos puntos don-
de lo hace el etopésido (27), relacionando de
esta manera su posible responsabilidad en las
traslocaciones que involucran este gen.

En conclusion, se requiere llevar a cabo méas
investigaciones en este sentido para confirmar
que las células de anemia de Fanconi se pueden
utilizar en la evaluacion genotoxica. Ademas,
este articulo demostré las bondades de este
modelo empleando los bioflavonoides como
débiles inductores de dafio citogenético.
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Figura 2. Porcentaje de alteraciones cromosémicas de cada cultivo celular
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