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Resumen

La exposicion a agentes xenobidticos se ha relacionado con efectos nocivos para la salud, ya que
son capaces de inducir dafo en el material genético que puede jugar un papel importante en la
patogénesis de algunas enfermedades crénico-degenerativas, tales como la aterosclerosis, la
diabetes, enfermedades cardiacas e incluso algunos tipos de cancer. En contraparte se ha
observado que existe una relacién inversa entre el consumo de vegetales en la dieta y la
incidencia de algunos tipos de cancer. Dentro de los compuestos que pueden ser responsables
de la modulacién del dafio genético se encuentran los compuestos fendlicos con propiedades
antioxidantes, tales como la (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG). En este estudio se evaluaron
los efectos de la EGCG al ser administrada por via intraperitoneal (i.p.) y oral (sonda intragastrica,
i.9.), sobre el dafo genotoéxico y la apoptosis inducidos por triéxido de cromo (CrOs). Grupos de
5 ratones macho de la cepa CD-1 fueron divididos al azar en: a) grupo testigo, tratado solo con el
vehiculo, b) grupo tratado con EGCG (10 6 20 mg/kg) por via i.p.; ¢) grupo tratado con EGCG (10
mg/kg) por via i.g.; d) grupo tratado con CrOs (20 mg/kg) por via i.p.; €) grupo tratado con EGCG
(10 6 20 mg/kg) por via i.p. y CrO; (20 mg/kg) por via i.p. y f) grupo tratado con EGCG (10 mg/kqg)
por via i.g. y CrOs; (20 mg/kg ) por via i.p. Para la evaluacién del dafio genotéxico se empled el
ensayo de micronucleos (MN) en eritrocitos policromaticos (EPC) de sangre periférica, las
muestras se tomaron de la vena caudal a las 24, 48 y 72 horas después de la administracion de
los tratamientos. También se evaluaron las frecuencias de EPC respecto a los eritrocitos
normocromaticos (ENC) en estas mismas muestras. Para el analisis de apoptosis y viabilidad
celular se empled la tincion diferencial con naranja de acridina/bromuro de etidio (NA/BrEt), las
muestras de sangre se tomaron solo a las 48 horas (grupo testigo, EGCG, CrO; y EGCG-CrO:s). Los
resultados mostraron que la administracién de EGCG no incrementa de forma significativa las
frecuencias de MN, mientras que la administracion de CrO; incrementa los MN en todas las horas
evaluadas. La administracion previa de 20 mg/kg EGCG por via i.p. incrementa las frecuencias de
MN inducidas por el CrOs a las 24 horas, pero a las 48 y 72 horas las disminuye; no obstante,
indujo muerte en dos de los ratones después de la hora 48. Al reducir la dosis de EGCG a 10
mg/kg administrada por la misma via se incrementaron las frecuencias de MN en los tres
tiempos evaluados, lo que sugiere un efecto pro-oxidante. Sin embargo, la administracién de
EGCG por via i.g. disminuye las frecuencias de MN inducidas por el CrO; en todos los tiempos
evaluados, lo que sugiere que la EGCG también tiene un efecto antioxidante. Por otra parte, los
tratamientos con EGCG y CrO; no modificaron la relacién de EPC con respecto a los ENC al
comparar con los grupos testigos. Al analizar la viabilidad celular se observé que la EGCG no
induce muerte celular, a diferencia del tratamiento con CrOs. Los andlisis de apoptosis mostraron
que la administracién tanto de EGCG como de CrO; induce apoptosis y que la combinacion de
ambos tratamientos la incrementa ain mas, lo que sugiere que este pudiera ser el mecanismo
por el cual se disminuyen las MN inducidos por el CrOs.
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Efecto de la EGCG sobre la induccién de MN y apoptosis en ratones tratados con triéxido de cromo

1. Introduccion

El desarrollo tecnoldgico, el crecimiento demogréfico, la industrializaciéon y el uso de nuevos
métodos de agricultura tecnificada son factores que contribuyen a que entren continuamente al
ambiente, cantidades crecientes de un gran nimero de sustancias quimicas que si no son
manejadas apropiadamente pueden presentar efectos en la salud humana y el ambiente. Los
efectos relacionados con la salud pueden abarcar desde intoxicacion aguda hasta efectos de
largo plazo, tales como defectos de nacimiento, desérdenes neuroldgicos, trastornos
hormonales e incluso cancer (Albert, 1998; UNEP, 2003). En el ambiente ademas de los agentes
qguimicos, también se encuentran agentes fisicos como el ruido, el calor, las radiaciones a, 3, y y
X, y agentes biolégicos como los virus, bacterias y hongos, por lo que estamos hablando de una

exposicion compleja y constante (Clarkson et al., 1988; Albert, 1998).

Dentro de los contaminantes quimicos considerados como peligrosos se encuentran los metales
pesados. Algunos de ellos son considerados como micronutrientes y se encuentran en casi todos
los seres vivos; tal es el caso del fierro (Fe), cadmio (Cd), zinc (Zn), arsénico (As), vanadio (V),
cobre (Cu) y el cromo (Cr) entre otros. También son componentes del sistema enzimatico y redox
(Ortiz-Monasterio et al., 1987; Friberg y Nordberg, 1990; Guillespie et al., 1990; EPA, 2010). Sin
embargo, algunos compuestos de los metales pesados pueden inducir dafio genotéxico y
teratdgeno, el cual es dependiente de sus propiedades quimicas, su estado de oxidacién y su

solubilidad (Newman e Intosh, 1991).

1.1 Genotoxicidad y mutagénesis

El término genotoxicidad fue usado por primera vez para establecer la relacién entre la induccion
de cancer y dano genético. Posteriormente, la “Comisidn Internacional para la Proteccién contra
los Mutdgenos y Carcinégenos Ambientales”, redefinié este término y establecié que sélo sea
considerado para aquellos agentes que son capaces de interaccionar con el ADN (Ames, 1989).
Los agentes genotdxicos pueden ser capaces de inducir cambios perjudiciales en el material
genético de un organismo (mutaciones) que pueden a su vez conducir al desarrollo de diversas
enfermedades, entre ellas la aterosclerosis, enfermedades del corazén y el cancer (Teaf y

Middendorf, 2000).

Montafio Rodriguez A. R. | 1



Efecto de la EGCG sobre la induccién de MN y apoptosis en ratones tratados con triéxido de cromo

Los mutagenos potenciales, tanto ambientales como ocupacionales pueden ser agentes fisicos,
biolégicos o quimicos. Muchas de las caracteristicas de las mutaciones inducidas por agentes
fisicos como la radiacién, son comunes a las de las mutaciones inducidas por agentes quimicos.
Un claro ejemplo de esto, son las moléculas conocidas como radicales libres (RL), los cuales se
pueden formar tanto en eventos de radiacion como durante el metabolismo de algunas

sustancias quimicas (Teaf y Middendorf, 2000).

Se han relacionado mas de 3 500 enfermedades con mutaciones en humanos. En el caso de
algunos tipos de cancer, un cambio en el genotipo de una célula resulta en un cambio fenotipico
que es definido, a groso modo, por una division celular rapida acompanada de un proceso de
desdiferenciacién. Las generaciones celulares subsecuentes eventualmente pueden formar un
crecimiento tumoral en el tejido afectado. Esta secuencia simplificada ha sido denominada la
teoria del cdncer de la mutacién celular somdtica. Aunque no todos los tipos de cancer inducidos
por quimicos pueden ser explicados por esta hipétesis, la teoria de la mutacién somatica es

soportada por los siguientes puntos:

¢ La mayoria de los mutagenos quimicos demostrados, han sido comprobados como
carcinogénicos en estudios en animales.

¢ Los complejos carcinbgeno-ADN (aductos) comUnmente pueden ser aislados de células
tratadas con carcinégenos.

e Los defectos heredables en la capacidad de reparacién del ADN, predispone a los
individuos afectados a desarrollar cancer.

¢ Las células tumorales pueden ser “iniciadas” por carcinégenos pero pueden permanecer
en un estado latente por muchas generaciones celulares.

¢ Las células cancerigenas generalmente muestran anormalidades cromosémicas.

* Las células cancerigenas muestran una expresion génica alterada (Teaf y Middendofrf,

2000).

1.2 Estrés oxidante

El estrés oxidante se define como un desbalance entre los pro-oxidantes y los antioxidantes, que
resulta en dano macromolecular y en la alteracion de la sefhalizacidon y el control redox. Esta

definicidon proporciona un marco conceptual para una valoracioén clinica significativa del estrés
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oxidante y el desarrollo de terapias antioxidantes especificas para cada padecimiento, basadas
en los mecanismos de alteracion especificos de cada érgano o via de sefalizacién (Jones, 2006;

Sies y Jones, 2007).

El dafno macromolecular es considerado usualmente en términos de los mecanismos oxidantes
de los RL. Estos pueden definirse como moléculas o fragmentos moleculares, capaces de existir
de manera independiente, que contienen un electréon desapareado. La presencia de electrones
desapareados usualmente les confiere un grado considerable de reactividad, lo que hace que
sean capaces de danar a otras moléculas. Los radicales derivados del oxigeno representan la
clase mas importante de las especies generadas de manera normal en los sistemas vivos (Sun,

1990; Valko et al., 2006; Sies y Jones, 2007).

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) incluyen radicales y no radicales. Sin embargo estas
especies pueden transformarse en RL, lo que les confiere la caracteristica de ser compuestos
daninos para las biomoléculas (Ramos et al., 2010). Estas son producidas en las células durante
los procesos metabodlicos normales que involucran al oxigeno. Durante las reacciones
metabolicas enddgenas, las células aerébicas producen ERO tales como el anién superdxido
(0,%), el peroxido de hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo (*OH), y radicales peroxilo (ROO®)
como productos de la reduccién biolégica del oxigeno molecular (Reuter et al., 2010). La
presencia de ERO puede incrementarse significativamente a través de la exposicién a diferentes

toxicos ambientales producidos por la actividad antropogénica (Azqueta et al., 2009).

1.2.1 Dano oxidante al ADN

La produccion de RL cerca de la molécula de ADN puede generar la modificacion de su
estructura. Los radicales *OH pueden reaccionar con las bases nitrogenadas, tanto purinas como
pirimidinas, o con la estructura de la desoxirribosa, para producir bases dafnadas o rompimientos
de cadena. Los radicales ROO® estan involucrados en la escisién del ADN, ademas de que
pueden potenciar sinérgicamente la induccién de dano al ADN por el radical O,*. Algunas de
estas modificaciones en las bases del ADN tienen un potencial considerable para dafar la

integridad del genoma (Olinski et al., 2003; Valko et al., 2006).
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Una consecuencia de las lesiones persistentes en el ADN pueden ser las mutaciones, las cuales
como se ha descrito, desempenan un papel importante en el desarrollo de diversas

enfermedades.

1.3 Respuesta celular al dafo genotoxico

La reparacién del ADN es un mecanismo importante para proteger el genoma. El fallo en la
reparacion completa antes de la replicacion o la segregacién de los cromosomas puede llevar a
la fijacién de mutaciones en el genoma, o a rompimientos cromosémicos irreparables. Por lo
tanto, la integridad del genoma se encuentra preservada en parte por mecanismos que
aseguran que la progresion del ciclo celular se retrase hasta que se hayan eliminado los dafos
en el ADN (Norbury y Hickson, 2001). Los diferentes tipos de dano al ADN que resultan de la
accion de los agentes, son rapidamente detectados mediante la activacion de una extensa red
de vias de sefalizacion conocidas como la respuesta al dano al ADN. Esta es un proceso
jeradrquico que culmina con la activacién de los puntos de control del ciclo celular y las vias
apropiadas de reparacién del ADN. En general, el dano al ADN es detectado por proteinas sensor
que reconocen tanto las lesiones por si mismas como las alteraciones en la cromatina que
pueden producirse por dafio causado al ADN; posteriormente los transductores son llevados al
sitio del dafo para transmitir la sefial hacia los efectores (Barzilai y Yamamoto, 2004). Los puntos
de control conforman vias regulatorias que controlan la habilidad de las células para detener el
ciclo celular en respuesta al dafo, y dar tiempo para su reparacién. Estos mecanismos pueden
conducir al retraso del ciclo celular en las fases G1, S o G2 ademas de controlar la activacion de
las vias de reparacién del ADN, la activacién de la transcripcién y el mantenimiento de los
telomeros (Figura 1). Un mecanismo alternativo para resolver los problemas causados por el
dano al ADN, involucra la conduccién de la célula a una via de muerte celular por apoptosis

(Zhou y Elledge, 2000; Norbury y Hickson, 2001).
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ciclo celular ADN

STOP

Figura 1. Activacion de la respuesta al dafio del ADN. Las flechas representan los eventos de activacién y
las lineas con terminaciones perpendiculares representan eventos de inhibiciéon (Modificado de Zhou y
Elledge, 2000).

1.3.1 Apoptosis y necrosis

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que regula el desarrollo normal y la
homeostasis de los organismos multicelulares. Uno de los propdsitos de la apoptosis a nivel
celular es la auto-desintegracion de células innecesarias o senescentes. Sin embargo este tipo de
muerte también es considerada un mecanismo de eliminacién de dafo celular irreparable que
de otra forma, podria comprometer la salud de todo el organismo (Norbury y Hickson, 2001;

Blankenberg, 2008).

La apoptosis se caracteriza por una serie de eventos tanto morfolégicos como bioquimicos,

tipicos de este tipo de muerte celular (Blankenberg, 2008).

Bioguimicamente, la apoptosis implica una serie de cascadas de senalizacion que llevan a los

cambios morfoldgicos. El tiempo entre la exposicion a los factores que la desencadenan y el
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tiempo en el cual se pueden observar los signos morfoldgicos es altamente variable y dependen
en gran medida en el tipo celular, el tipo de estimulo, la intensidad, exposicién y las condiciones
ambientales locales de la célula. Sin embargo, la mayoria de las vias apoptéticas convergen en
una cascada comun de cistein-proteasas conocidas como caspasas. Las caspasas con
comunmente agrupadas en iniciadoras (caspasas 8 y 10) y ejecutoras (caspasas 3, 6 y 7). La
activacion de las caspasas ejecutoras ocurre tanto en la via extrinseca como en la via intrinseca.
La via apoptdtica extrinseca estd mediada por receptores de muerte que se unen a ligandos
especificos, entre ellos el factor de necrosis tumoral (TNF), TRAIL, y FasL. La asociaciéon del
ligando a su receptor conduce al reclutamiento de moléculas adaptadoras tales como FADD
(dominio de muerte asociado a FAS) o TRADD (dominio de muerte asociado a tumor), activando
asi a las caspasas iniciadoras 8 y 10 que en su momento activaran a las caspasas ejecutoras 3,6y
7. La via apoptética intrinseca o mitocondrial integra las sefales apoptdticas causadas por varios
agentes citotdxicos, la expresidn aberrante de oncogenes y p53. El punto de control de esta via
es la liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria hacia el citosol. El citocromo c interactda con
Apaf-1 (factor 1 de activacién de la apoptosis), adenosin trifosfato (ATP), y la procaspasa 9 para
formar una estructura conocida como apoptosoma. El apoptosoma activa entonces a la caspasa
9, que conduce a la actividad de las caspasas 3, 6 y 7 estimulando la apoptosis. Tras la activacién
de la caspasa 3, comienzan los eventos morfoldgicos de la apoptosis resultando en un
rompimiento de las proteinas celulares incluyendo el citoesqueleto y la matriz nuclear, y la
activacion de poli-ADP-ribosa polimerasa (PARP), la cual facilita la degradacién nuclear del ADN

(Saraste y Pulkki, 1999; Blankenberg, 2008).

Morfolégicamente, el inicio de la apoptosis estd caracterizado por la contraccion de la célulay el
nucleo, ademas de la condensacion de la cromatina en masas bien delineadas que comienzan a
marginarse contra las membranas nucleares. Mas tarde, el nucleo se condensa y se rompe
(cariorrexis). La célula posteriormente se separa del tejido circundante y sus bordes comienzan a
formar extensiones, las cuales se separan y se fusionan para formar una membrana
independiente alrededor del material celular sélido que se ha desprendido, formando asi los
cuerpos apoptdticos que contienen los organelos celulares y fragmentos del nucleo.
Posteriormente, estos son fagocitados rapidamente por las células proximas, incluyendo
macréfagos y células parenquimales. Si la célula fragmentada no es fagocitada, ésta puede

iniciar su degradacién en un proceso llamado necrosis (Saraste y Pulkki, 1999).
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La necrosis es un tipo de muerte celular alterno a la apoptosis, la cual es considerada como un
proceso toxico en el cual la célula es una victima pasiva y sigue una muerte independiente de
energia (EImore, 2007). Este tipo de muerte estd caracterizada por el hinchamiento de la célula
debido a la acumulacién de agua y electrolitos, la ruptura temprana de la membrana plasmatica,
y la alteracién de los organelos celulares, incluyendo las mitocondrias. La formacién de cuerpos
apoptoticos es ausente y la cromatina se agrupa de manera irregular. El escape del contenido
celular induce una respuesta inflamatoria. La morfologia exacta de la célula necrética es muy
variable, ya que depende de las caracteristicas del agente causante, sin embargo existen
particularidades que distinguen a la célula necrética de una célula muerta por apoptosis, Tabla 1

(Allen et al., 1997; Saraste y Pulkki, 1999).

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas de la apoptosis y necrosis (Tomado de Allen et al., 1997).

APOPTOSIS NECROSIS

Ocurrencia Células aisladas y dispersas Dafio tisular masivo

Citoplasma Contraccién: condensado y Se hincha el reticulo
deshidratado; organelos endopldsmico y las mitocondrias
normales

Nucleo La cromatina se condensa en Mal definido, disperso al azar,
masas adyacentes a la envoltura  masas pequeias de cromatina,
nuclear lisis

Membrana plasmatica 'y Intensas circunvoluciones; Dafio en la membranal/lisis;

nuclear cuerpos apoptéticos escape del contenido intracelular

conteniendo: organelos
citoplasmaticos normales;
cromatina nuclear

Rompimiento del ADN Internucleosomal; activacion Degradacion aleatoria,
génica; endonucleasas incluyendo histonas
Repuesta de los tejidos Sin inflamacién; fagocitosis de Inflamacion

los cuerpos apoptoéticos

Aunque los mecanismos y la morfologia de la apoptosis y necrosis difieren, existen coincidencias
entre estos dos procesos (Figura 2). La evidencia indica que ambas representan expresiones
morfolégicas de una red bioquimica compartida. Por ejemplo, dos factores que convierten un
proceso apoptético en uno necrético incluyen la disminucién en la disponibilidad de caspasas y
de ATP intracelular. Si una célula muere por necrosis o apoptosis depende en parte de la
naturaleza de la sefalizacién de muerte de la célula, el tipo de tejido, el estado de desarrollo del

tejido y del ambiente fisiolégico (EImore, 2007).
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Agentes citotoxicos, dafio al ADN,

oncogenes, p53, miembros de la Fas, TNF
familia Bcl-2
) ) Bid
mitocondria "
% receptores de muerte
@ CD95, TNFR1

®
ﬂ L citocromo C
dATP, Apaf-1 ﬂ
# \ % activacién de caspasas
R / ﬂ
I

ERO, disminucion de ATP escisién de proteinas

J U

MUERTE CELULAR <—— APOPTOSIS
NO APOPTOTICA / NECROSIS

Figura 2. Principales vias apoptoticas y la relacion entre la muerte apoptética y no apoptoética (Modificado
de Saraste y Pulkki, 1999).

1.4 Metales como inductores de dano genotoxico

Algunos metales son considerados como micronutrientes y se encuentran en todos los seres
vivos; tal es el caso del fierro (Fe), cadmio (Cd), zinc (Zn), arsénico (As), vanadio (V), cobre (Cu) y el
cromo (Cr) entre otros. Sin embargo, algunos compuestos de los metales pesados pueden
inducir dano genotoéxico y teratdgeno, el cual es dependiente de sus propiedades quimicas, su

estado de oxidacién y su solubilidad (Newman e Intosh, 1991).

Uno de los metales que ha llamado mas la atencién para su estudio es el Cr, debido a que es
empleado ampliamente en la industria y se le ha asociado con diferentes alteraciones en la salud
como la aparicién de defectos de nacimiento o la induccién de algunos tipos de cancer (Doll y
Peto, 1981; De Flora, 1998). Ademas ha mostrado efectos genotdxicos y teratdégenos en

diferentes sistemas biolégicos de prueba (Hartwin, 1995; Mirsalis et al., 1996).
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1.5 Cromo

El Cr es un elemento que se encuentra de manera natural en rocas, animales, plantas, suelos y en
gases y cenizas volcanicas (ATSDR, 2008). Los estados de oxidacidn en los que se encuentra van
desde el 2* al 6%, de los cuales las formas trivalente (lll), y hexavalente (VI) son las mas
importantes biolégicamente. El Cr elemental no existe naturalmente en el ambiente. La forma
divalente es oxidada facilmente al estado trivalente, que es mas estable. Aunque el estado
hexavalente (incluyendo los cromatos) es mds estable que el estado divalente, es raramente
encontrado en la naturaleza, sin embargo es producido durante diversas actividades
antropogénicas (O'Brien et al., 2003). Dentro de los compuestos que contienen Cr, los que se han
estudiado principalmente son aquellos que contienen Cr(lll) y (VI), y de estos los de Cr(VI) son

considerados los mas toxicos (ATSDR, 2008)

1.5.1 Exposicion al cromo

La poblacion general se encuentra expuesta al Cr (lll y VI principalmente) a través del agua, aire,
consumo de alimentos o suplementos alimenticios contaminados. También puede ocurrir
exposicion dérmica a través del contacto de la piel con compuestos o productos que contienen
Cr, tales como preservativos para la madera, el cemento y algunos materiales de limpieza
(Nickens, 2010). Se ha descrito que las poblaciones humanas estamos expuestas a los
compuestos de Cr por las emisiones de los automdviles y el humo de los cigarros. La
International Agency for Research on Cancer (IARC) ha estimado que los cigarros producidos en

Estados Unidos contienen Cr en cantidades de entre 0.24 y 6.3 mg Cr/kg (IARC, 1997).

Las fuentes de contaminacién por Cr principalmente son aquellas relacionadas con el ambiente
ocupacional. Las industrias con la mayor contribucién a la produccion de Cr incluyen el
procesamiento de metales, las instalaciones de curtido, la produccién de cromatos, la soldadura

de acero inoxidable y la produccion de pigmentos de Cr, entre otras (ATSDR, 2008).

Los principales compuestos de Cr que se encuentran en el ambiente son el éxido cromico y el
sulfato cromico (trivalentes), asi como el triéxido crémico, el acido cromico y los dicromatos
(hexavalentes) (Galvao y Corey, 1987). En la Figura 3, se muestran diferentes vias por las cuales el
Cr puede ingresar al organismo. Entre ellas se encuentran: a) la via respiratoria; en donde es

depositado en el pulmén y eliminado posteriormente por medio de la orina, b) la via cutanea;
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donde el Cr es absorbido a través de la piel de tal manera que puede llegar a la sangre, y c) la via
oral; via mediante la cual el Cr puede llegar al tracto gastrointestinal y eliminarse por medio de
las heces fecales (Miranda, 1992). Una vez que los compuestos de Cr ingresan al organismo
pueden distribuirse en los tejidos u d6rganos donde pueden inducir toxicidad o bien ser

eliminados ya sea por orina o por heces fecales (Clarkson et al., 1988).

Via dérmica Via respiratoria Via oral

l l l

Sangre
Plasma RCB

cr Vi l

Otros +—

s cr {1

Heaces

Rifidn —1

Medio para monitoreo
biclogico
Gl: gastrointestinal
O Organos Blanco RBC: reticulocitos

Figura 3. Vias de exposicion al Cr (Modificada de Clarkson et al., 1988).

El Cr(lll) es un nutriente esencial requerido para el metabolismo energético normal. El Instituto
de Medicina del National Research Council (NRC) determiné una ingesta adecuada de 20 a 45 ug

de Cr(lll) al dia para adolescentes y adultos. Sin embargo, aunque sea considerado un mineral
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esencial en estas cantidades, al poseer una alta afinidad con el ADN, puede inducir dafio en el

material genético cuando se produce en cantidades mayores (ATSDR, 2008; Wang et al., 2006).

Por otro lado, la exposicion a Cr(VI) se ha relacionado con efectos adversos a la salud. Estudios
epidemioldgicos han reportado que la exposicidn ocupacional a los compuestos de Cr(VI), esta
relacionada con un alto riesgo de enfermedades respiratorias, fibrosis, perforacién del tabique
nasal, trastornos reproductivos e inmunolégicos y la induccion de cancer. Se ha observado que
particularmente la exposicién ocupacional a trioxido de cromo (CrOs) produce irritacion nasal y
atrofia de la mucosa, ademas de una disminucién en la funcién pulmonar (ATSDR, 2008; Nickens
et al., 2010). De acuerdo con la Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 2008),
aunque el problema de salud mas comun en trabajadores expuestos al cromo implica el tracto
respiratorio, también se ha observado dafio en los espermatozoides y en el sistema reproductor

de hombres expuestos al Cr(VI).

En México esta documentado un caso de toxicidad por exposicién a compuestos de Cr. En 1958
se estableci6 en San Francisco Chilpan, Tultitlan, Estado de México, una empresa llamada
“Cromatos de México”, encargada de procesar la cromita para obtener Na>CrO, y K,CrOs. Los
procesos de produccion se llevaban a cabo a cielo abierto, sin mantener un control sobre las
emisiones de polvos y la eliminacién de residuos, por lo que los desechos sélidos se acumulaban
en los patios de la empresa. Estos desechos fueron empleados durante varios afos por las
autoridades municipales para el relleno de las calles de dicha zona. En 1977 se reportaron casos
de obreros con tabique nasal perforado, mucosa nasal hiperémica, irritacion conjuntival,
dermatosis y cancer. También se documentaron casos de recién nacidos con defectos de

nacimiento (Ortiz-Monasterio et al., 1987; Garcia-Rodriguez, 2006).

La diferencia entre los efectos del Cr(VI) y el Cr(lll) se deben principalmente a su estado de
oxidacion, ya que se ha sugerido que una de las razones por las cuales el Cr(VI) induce efectos
toxicos es su reduccion intracelular durante la cual se generan ERO y RL las cuales son capaces
de dafar al organismo. Ademads, el Cr(VI) tiene una mayor capacidad para atravesar la membrana
plasmatica a través de canales idnicos no especificos, debido principalmente a su semejanza con
los iones de sodio y potasio, mientras que el Cr(lll) tiene una menor permeabilidad a la

membrana (O'Brien et al., 2003; Jomova y Valko; 2011).
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1.5.2 Carcinogénesis y genotoxicidad

El Cr(VIl) fue asociado con la induccién de cancer en 1890, en un reporte de caso sobre un
trabajador de una empresa de pigmentos con adenocarcinoma en el hueso nasal. Desde ese
reporte inicial, numerosos estudios epidemiolégicos han indicado que la exposicién ocupacional
al Cr(VI) causa un incremento en el riesgo de padecer cancer de pulmén (Wise et al., 2002).
Actualmente la IARC clasifica a los compuestos que contienen Cr(Vl) como carcindgenos

humanos del Grupo 1 (IARC, 1997).

El mecanismo para la carcinogenicidad del Cr todavia no es clara, sin embargo existe
informacion que evidencia la mutagenicidad y genotoxicidad del Cr(VI) in vivo e in vitro. Estudios
en los que se ha evaluado la exposicion ocupacional en humanos muestra evidencias de
rompimientos de cadena de ADN, aberraciones cromosémicas (AC), incremento en el
intercambio de cromatidas hermanas (ICH), sintesis no programada de ADN, vy

entrecruzamientos ADN-proteina (ATSDR, 2008).

En la Tabla 2 se muestran algunos estudios en los que se ha observado que la exposicion a

diferentes compuestos de Cr(VI) es capaz de generar daio al material genético.
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Tabla 2. Estudios sobre la genotoxicidad de compuestos de Cr(VI) (Modificado de Garcia-Rodriguez, 2006).

Compuesto
estudiado

KzC rO4

chr207

K2Cr207

KzCI’zO7
CI’O3
CaCrO,

K2Cr207

CI’O3

CFO3

chr207

chr207

chr207

Sistema de prueba

Médula 6sea de raton
in vivo
Células de roedores
in vitro
Células de raton
in vitro
Células
in vitro

Ratas
in vivo

Vicia faba

Sangre periférica de
raton
in vivo
Linfocitos de sangre
periférica
in vitro
Linfocitos de raton
in vivo

Oreochromis niloticus

Dosis
30, 40, 50

mg/kg
10-3 mM

10 pM

1,10, 100
ug/ml

2.5 mg/kg

0.001, 0.01,
0.05, 1-3%

20y 25 mg/kg

50, 200, 400,
600 and 1000
uM

25y 50 mg/kg

0,2,04y0,8
ppm

Resultado
Clastogenicidad
Incrementa ICH

Inhibe la sintesis de
ADN

Inhibe la sintesis del
ADN, induce ICH

Estrés oxidativo y dafo
en los tejidos

Alteraciones
cromosomicas,

anormalidades en el
huso mitético y MN

Induccion de MN

Rompimientos de
cadena del ADN

Rompimientos de
cadena del ADN

Induccion de MN

1.5.3 Mecanismos de induccion de dafo genotoxico

Referencia
Trivedi et al., 1989

Bianchi etal.,
1980
Nishio y Uyeki,
1985
Bianchi et al.,
1980; Gbmez-
Arroyo etal., 1981

Bagchietal., 1997

Villagémez, 1981
Gbémez-Arroyo et
al., 1987

Garcia-Rodriguez
etal., 1998; 2000;
2001

Btasiak y Kowalik,
2000

Wang et al., 2006

Prieto et al., 2008

Todos los cromatos, Cr(VI), a diferencia de los compuestos de Cr(lll), pueden atravesar facilmente

la membrana celular a través de los canales anidnicos no especificos, o mediante el proceso de

fagocitosis en el caso de cromatos insolubles (Valko et al., 2006; Jomova y Valko, 2011). EI Cr(VI)

entra a la célula como un oxianion, y posteriormente es reducido a Cr(V), Cr(IV) y finalmente a su

forma trivalente (lll). Aunque el Cr(VI) no reacciona directamente con el ADN aislado, las formas
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reducidas del Cr muestran una alta reactividad con la molécula de ADN. El Cr(V) y (Ill) muestran
una alta afinidad por las bases nitrogenadas y los grupos fosfato, lo cual conduce a la formacion
de monoaductos Cr-ADN, entrecruzamientos de ADN y aductos ternarios como Cr-ascorbato-,
Cr-cisteina-, Cr-histidina y Cr-glutation-ADN. Particularmente el Cr(V) puede oxidar directamente
las bases nitrogenadas y las moléculas de desoxirribosa mediante la sustraccién de un atomo de
hidrégeno, lo cual produce rompimientos de la cadena de ADN. EI Cr(lll) es la ultima forma
reactiva del Cr y es critica para la formacion de monoaductos, entrecruzamientos ADN-ADN y

ADN-proteina (O'Brien et al., 2003).

Ademas, durante el proceso de reduccién del Cr, se generan ERO, las cuales desencadenan
reacciones téxicas que pueden dafar a las proteinas y al ADN (Valko et al., 2006; Nickens et al.,
2010; Jomova y Valko, 2011). A pH fisioldgico, la reduccién es facilitada por la accion de una gran
cantidad de moléculas como el ascorbato, el glutatiéon (GSH), la cisteina, el acido lipéico, el H;O,,
el NAD(P)H, la fructosa y la ribosa. La respectiva disponibilidad celular y taza de reaccién con el
Cr(VI) determina cual es el principal agente reductor; sin embargo, hay estudios que indican que
el ascorbato es el reductor biolégico cinéticamente dominante, responsable de alrededor del
90% del metabolismo del Cr(VI) in vivo (Nickens et al., 2010). En la Figura 4, se muestra la via de
acceso del Cr(VI) a la region intracelular y las principales rutas involucradas en las lesiones

genéticas.
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Figura 4. Via de acceso del Cr(VI) al interior celular y principales rutas involucradas en las lesiones
genéticas (Modificada de O'Brien et al., 2003).

El mecanismo mas importante para la produccién de ERO y RL por metales de transicién,
involucra el ciclo de Haber-Weiss, donde se genera el radical *OH (Figura 5). Cuando el Cr(VI)
entra a la célula, el glutation forma rapidamente un complejo con este, sequido de una lenta
reduccién del Cr(VI) a Cr(V). Una vez formado, el Cr(V) puede reaccionar con H,O; a través de la
reaccion de Fenton para formar un radical *OH, el cual es capaz de causar dafio al ADN. El ion
0,* también puede reducir el Cr(VI) a Cr(V), lo que puede catalizar la descomposicion de H,0,

produciendo el radical *OH (Shiy Dalal, 1992; Valko et al., 2006).
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a) H,0, + Fe2+ » Fe3++ OH-+ *OH
*‘OH + H-R » R°+ H20
b)
NAD(P)H O,
Cr (V)
NAD(P)H oxidasa
Cr (V)

NAD(P)" 07

Figura 5. a) Reaccién de Fenton; b) Ciclo de Haber-Weiss y reaccion de Fenton para el Cr(VI) (Tomado de
Shiy Dalal, 1992).

1.5.4 Induccion de muerte celular

Después de la exposicion a compuestos de Cr(VI), se inicia una detencion del ciclo celular. Como
consecuencia del dano genético irreparable, la célula dafiada es eliminada de la poblacién en
proliferacion por medio de la activacion de mecanismos de muerte celular (Nickens et al., 2010).
Se ha establecido que los compuestos de Cr inducen apoptosis como modo primario de muerte
celular y que estos eventos pueden ser dependientes o independientes de p53 (Carlisle et al.,
2000). El algunos estudios se ha observado que el Cr(VI) induce la activacion de p53 en epitelio

pulmonar humano y en fibroblastos pulmonares (Wang et al., 2000; Wang y Shi, 2001).

Se ha observado que las ERO desempefan un papel importante en la via de sefalizacién del
proceso apoptético, ya que estas especies son capaces de generar dafio al ADN, lo que induce a
una activacion de cinasas que fosforilan a p53. Wang et al. (2006) correlacionaron el aumento en
el dano al ADN y muerte celular por apoptosis con un incremento en la presencia de ERO en un

estudio in vivo empleando ratones Swiss. En otros estudios in vitro, también se ha observado la
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relacion entre el aumento de ERO y la induccion de apoptosis (Bagchi et al., 2001; Vasant et al.,

2003; Hayashi et al., 2004).

Es claro que p53 desempefia un papel importante en la induccién de apoptosis por Cr, pero la
induccién de ERO por Cr puede desencadenar el proceso apoptético por otras vias (Rana, 2008).
Las vias independientes de p53 incluyen a la mitocondria. En este caso, el Cr(VI) puede iniciar la
via apoptotica intrinseca a través de la liberacién de ERO, los cuales promueven la inestabilidad
mitocondrial. Esto conduce a la disminucion del potencial de la membrana mitocondrial y a la
liberacion del citocromo C. Sin embargo, los mecanismos precisos por los cuales el Cr(VI) induce

apoptosis todavia no son claros (Rana, 2008).

1.6 Antimutagénesis

Dado que los compuestos ambientales estdn ampliamente relacionados con el desarrollo de
diversas enfermedades incluyendo el cancer, su eliminacion o neutralizacién es de vital
importancia para contribuir a la prevencion de tales padecimientos. La modulacién o proteccion
del céncer y de otras enfermedades relacionadas con mutaciones pueden ser inducidas
mediante factores protectores o fortaleciendo los mecanismos fisiolégicos de defensa (De Flora,

1998; Arencibia-Arrebola et al., 2003).

Existe evidencia creciente de que ciertas sustancias provenientes de las plantas tienen efectos
protectores contra agentes mutdgenos tanto ambientales como enddgenos (Bhattacharya,
2011). Es por ello que el estudio de sustancias con propiedades protectoras o moduladoras del
dano al ADN, surge como una opciéon complementaria a los estudios de genotoxicidad, ya que al
conocer los mecanismos de proteccién se pueden generar alternativas para contrarrestar los

efectos de los agentes inductores de dafo (Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007).

El término antimutagénesis se refiere al proceso mediante el cual se reduce la frecuencia de
mutaciones espontdneas o inducidas (Kada, 1984). De acuerdo con Wattenberg (1981), los
antimutagenos pueden ser agrupados en agentes bloqueadores, que impiden que los
mutdgenos reaccionen con los érganos blanco, y en agentes supresores, los cuales previenen la
evolucién de los procesos mutagénicos. Dentro de los agentes antimutdgenos, se pueden

encontrar dos tipos:
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1. Desmutadgenos: son aquellas sustancias que pueden inactivar a los mutdgenos de
manera parcial o total mediante la interacciéon enzimatica o quimica antes de que el
mutageno afecte el genoma.

2. Bio-antimutagenos: son aquellos que suprimen el proceso de mutagénesis después de
que los genes han sido danados por los mutdgenos. Estos pueden actuar a través de la
activacion de mecanismos de reparacion resultando en una disminucion de la frecuencia

de mutaciones (Kada et al., 1982)

1.7 Componentes de la dieta como protectores del dano al ADN

La exposicién de las poblaciones humanas a diferentes agentes xenobidticos ha generado un
considerable interés en la composicién de la dieta, pues se ha encontrado que las dietas ricas en
granos, frutas y verduras pueden reducir la incidencia de enfermedades relacionadas con el
dafio al material genético como algunos tipos de cancer (Waladkhani y Clemens, 2001; Garcia-

Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007).

Estos efectos protectores de los vegetales se han relacionado con sus componentes con
actividad antioxidante. Particularmente, los polifenoles presentan un alto potencial antioxidante
relacionado con la disminucién de enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos de cancer,
ademas poseen propiedades antiinflamatorias, antialergénicas, inmunomoduladoras,
antibacterianas, antivirales, anti-fibréticas y neuroprotectoras. Los polifenoles se encuentran de
manera natural en las frutas y los vegetales, asi como en el vino tinto, la cerveza e infusiones del
té verde (Martinez-Flérez et al., 2002; Piegiorgio et al, 2003). Se ha encontrado que el té verde
(Camellia sinensis) contiene por lo menos 12 derivados de polifenoles, entre ellos las catequinas y
la miricetina (flavonoides), que son las que le confieren su principal potencial antioxidante
(Kondo et al., 2001; Nie et al., 2002; Sugisawa et al. 2004; Babich et al., 2007; Garcia-Rodriguez et
al.,, 2012).
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1.7.1 Polifenoles

Los compuestos fendlicos o polifenoles son productos del metabolismo secundario de las
plantas. Constituyen uno de los mas numerosos y ampliamente distribuidos grupos de
sustancias en el reino vegetal, y generalmente estdn involucradas en la defensa contra las
radiaciones o los patdégenos (Manach et al., 2004; lwasaki et al., 2011). Estos compuestos pueden
ser clasificados en diferentes grupos en funcion del nimero de anillos fendlicos que contienen'y
de los grupos funcionales que se unen a ellos (Manach et al., 2004). Entre ellos se distinguen los
siguientes: acidos fendlicos (hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos), flavonoides, estilbenos y

lignanos (Figura 6).

Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidraxicinamicos

Flavonoides

OH

Estilbenas Lignanaos
s CHO D/\/EH JOH
[
%H HO CGH OH
HO
OCH,

CH

Figura 6. Estructuras quimicas de los polifenoles (Modificado de Manach et al., 2004).

Dentro de los compuestos polifendlicos mas estudiados se encuentran los flavonoides, los
cuales son una clase de compuestos ubicuos en las plantas, que usualmente se encuentran en su

forma glicosilada. Estos contienen numerosos grupos funcionales OH" ubicados en estructuras
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en forma de anillo, las cuales consisten en 2 anillos aromaticos denominados A y B, que se unen
mediante tres atomos de carbono que forman un heterociclo oxigenado, el anillo C (Figura 7).
Las variaciones estructurales dentro de los anillos permiten la subdivisién de los flavonoides en

diferentes familias:

* Flavonoles: son aquellos que tienen un anillo 3-hidroxipiran-4-ona; e.g. quercetina y el
kamferol.

* Flavonas: carecen del grupo 3-hidroxil; e.g. luteolina, apigenina y crisina.

* Flavanoles: carecen de la doble ligadura en la posicién 2-3 y de la estructura 4-ona; e.g.
catequina.

* Isoflavonas: en las cuales los anillos B se localiza en la posiciéon 3 del anillo C; e.g.

genisteina.

Estos flavonoides se presentan generalmente como glicosidos, ya que la glicosilacién le confiere
estabilidad a las moléculas, de tal manera que los hace menos reactivos frente a los RL y permite

su solubilidad en agua, posibilitando su almacenamiento en las vacuolas (Rice-Evans et al., 1997).

5 4

Figura 7. Estructura basica de los flavonoides (Modificado de Martinez-Flérez et al., 2002).

Los flavonoides exhiben propiedades antioxidantes tipicas que han sido deducidas por
diferentes técnicas bioquimicas. Se ha sugerido que los grupos funcionales unidos al esqueleto
difenilpropano y otras caracteristicas determinan las funciones antioxidantes de los flavonoides.
La actividad antioxidante de los compuestos polifendlicos se refiere a su habilidad para prevenir

el dano causado por las ERO o bien la produccién de estas (lwasaki et al., 2011).
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Los flavanoles existen tanto en su forma monomérica (catequinas) y polimérica
(proantocianidinas). Se encuentran en muchos tipos de frutas (los albaricoques contienen la
fuente mas rica de catequinas entre las frutas, con alrededor de 250 mg/kg de fruta), y también
se encuentran en bebidas como el vino rojo (300 mg/L), pero el chocolate y el te verde son las
fuentes mas ricas. Una infusion de te verde contiene mas de 200 mg de catequinas. En contraste
con otros flavonoides, los flavanoles no se encuentran glicosilados en los alimentos (Manach et

al., 2004).

1.8 El té verde

El té verde (Camellia sinensis), pertenece a la familia Teaceae. Se denomina generalmente como
té de la India, oolong o té negro, en referencia al producto resultante de la preparacién
diferencial de las hojas (Duarte y Menarim, 2006). La infusién de las hojas de Camellia sinensis es
una bebida muy popular principalmente en Europa y en el Oriente, siendo la mas comun
después del agua (Narotzki et al., 2011). Entre las tres variedades del té, el té verde constituye
alrededor del 20% del té fabricado en el mundo, el té oolong alrededor del 2% y el té negro el

resto (Katiyar et al., 2001; Gupta, 2002).

El té ha atraido la atencién recientemente, tanto en la comunidad cientifica como en la de
consumo debido a los beneficios en la salud para una gran variedad de enfermedades, desde la
pérdida de peso hasta el tratamiento del cancer. Esto ha llevado al incremento en el consumo
del té verde por los pacientes y la poblacién en general, y a la inclusién de su extracto como un
ingrediente en gran numero de suplementos nutricionales, incluyendo suplementos
multivitaminicos. Varios estudios epidemiol6gicos y en modelos experimentales han mostrado
que el té verde puede proporcionar proteccién contra diversos tipos de cancer tales como el de
piel, mama, prostata y pulmén. Ademds de sus propiedades quimiopreventivas, se ha
demostrado la actividad anti-angiogénica y anti-mutagénica especialmente de uno de sus

polifenoles (EGCG), (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

Los efectos benéficos del té verde son atribuidos a los compuestos polifendlicos presentes en él,
particularmente las catequinas que conforman el 30% del peso seco de las hojas (Zaveri, 2006).
Estas catequinas estan presentes en mayores cantidades en el té verde que en el té negro o el té

oolong, debido a las diferencias en el procesamiento de las hojas del té después de su cosecha.
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Para el té verde, las hojas frescas de la planta son cocidas al vapor y secadas para inactivar la
enzima polifenol oxidasa, un proceso que mantiene esencialmente los polifenoles en sus formas
monoméricas. El té negro, por otra parte, es producido por la fermentacién extendida de las
hojas del té que resulta en compuestos poliméricos, tearubiginas y teaflavinas. El té oolong es el
producto parcialmente fermentado y contiene una mezcla de polifenoles monoméricos y
teaflavinas de mayor peso molecular. Las tres variedades del té contienen cantidades
significativas de cafeina (3-6%) que no es afectada por los diferentes métodos de procesamiento
(Zaveri, 2006; Duarte y Menarim, 2006). Las principales catequinas en el té verde son la EGCG, la
(-)-epicatequina-3-galato (ECG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina (EC), (+)-
galocatequina (GC) y (+)-catequina (Zaveri, 2006) (Figura 8).

(-) epicatequina (EC)

OH
OH

OH
L OH

(-) epicatequina galato (ECG)

o
HO. (@] ) OH 2.0 OH OH
“oH
OH OH

(-) epigalocatequina (EGC)

(+) galocatequina (GC)

(+) categuina

Figura 8. Principales catequinas encontradas en el té verde (Modificado de Zaveri, 2006).
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1.9 La (-)-epigalocatequina-3-galato

La EGCG es el mas abundante de los compuestos polifendlicos pertenecientes a las catequinas
en el té verde, comprendiendo aproximadamente el 60% de éstas. Una taza de té verde puede
contener de 200 a 300 mg de EGCG, mientras que el té negro contiene menos de 70 mg (Kuroda
y Hara, 1999; Singh et al., 2011). La EGCG también puede encontrarse en otros vegetales como
las manzanas, las moras, los duraznos y las nueces, sin embargo la principal fuente es el té verde

(Harnly et al., 2006).

Se ha observado que la EGCG posee propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y
anticarcinogénicas (Kuroda y Hara, 1999). Posiblemente, el potente efecto antioxidante de la
EGCG se debe a que posee dos grupos trifendlicos en su estructura, (anillos B y D), Figura 9 (Wu

etal., 2012).

Figura 9. Estructura molecular de la EGCG (Modificado de Zaveri, 2006).

1.9.1 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los polifenoles del té verde ha sido considerada como una de sus
propiedades mas importantes, ya que debido a su gran capacidad de capturar RL pueden
prevenir el dafo generado por la interaccion de estas especies con moléculas biolégicas como el
ADN (Yen y Chen, 1995; Zaveri, 2006; Wu et al., 2012). La actividad antioxidante de las catequinas

se debe principalmente a los grupos hidroxilo contenidos en sus grupos fendlicos. La EGCG
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posee ocho grupos hidroxilo distribuidos en sus anillos Ay B y en su grupo galato, lo cual le
confiere un alto potencial antioxidante, incluso comparable con el de otras catequinas del té
verde (Johnson y Loo, 2000; Zaveri, 2006; Singh et al., 2011). Se ha identificado que el anillo B es
el principal sitio para las reacciones antioxidantes de la EGCG (Valcic et al., 1999). En general, los
antioxidantes fendlicos interfieren con la oxidacién de lipidos y otras moléculas, como el ADN,
mediante la répida donacion de atomos de hidréogeno a los radicales estabilizdndolos y por
tanto, evitando su interaccién con otras moléculas. Como resultado se genera una molécula
oxidante que es relativamente estable, por lo que no promueve reacciones adicionales como

radical (Valko et al., 2006).

Muchos estudios han demostrado que la EGCG puede proteger contra el estrés oxidante en
sistemas in vitro (Choi et al., 2002; Nie et al., 2002; Koh et al., 2004; Sheng et al., 2010; Yao et al.,
2008). En células Jurkat tratadas con 12-o-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA), la EGCG es un
eficiente secuestrador de radicales *OH con una tasa reactiva constante comparable con varios
antioxidantes bien reconocidos, tales como el ascorbato, el GSH y la cisteina. Ademas, también
se ha observado que la EGCG es secuestradora de radicales O,* y puede inhibir el dafo al ADN

inducido por Cr(VI) in vitro mediante la captura de radicales *OH (Shi et al., 2000).

1.9.2 Actividad antimutagénica

La actividad antimutagénica de la EGCG ha sido probada contra la mutagenicidad de la
aflatoxina B1 (AFB1), la 2-amino-3-metilimidazo([4,5-f] quinolina (IQ) y la N-nitroso-N-metilurea
(MNU) mediante el ensayo de MN en ratones (Smerak et al., 2006). En cultivos de células de
mamifero, se ha observado que la EGCG tiene efectos inhibitorios contra las mutaciones
resistentes a 6-tioguanina (6TG) inducidas por 4-nitroquinolina-1-oxido (4NQO) en células V79
de hdmster Chino. En este trabajo, la actividad antimutagénica de la catequina fue encontrado
Unicamente cuando las células fueron post-tratadas con la catequina durante el tiempo de
expresiéon de la mutaciéon después del tratamiento con 4NQO (Kuroda, 1996). En un estudio
realizado por Garcia-Rodriguez et al., 2012, se evalué la administracién por via oral del té verde
sobre el daflo genotoxico inducido por CrO; [Cr(VI)], mediante la cuantificacién de MN en EPCy
se observo un efecto protector del té verde contra el dafo al material genético, sugiriendo que
sus componentes antioxidantes son los que tienen un efecto quimiopreventivo sobre el estrés

oxidante generado por el Cr(VI) durante su reduccion intracelular.
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1.9.3 Propiedades antiproliferativas y apoptoticas de la EGCG

Se ha descrito que la EGCG posee un efecto pro-apoptético en células tumorales. En estudios
previos se ha mostrado que la EGCG afecta un gran numero de factores asociados con la
progresion del ciclo celular y la induccién de muerte, entre ellos se ha propuesto la inhibicidn de
las cinasas dependientes de ciclinas (CDK), la inactivacion del factor NFKB y la induccién de la
expresion de p21 y p27 (Singh et al., 2011). Ademas, Nakazato et al. (2005) observaron que la
EGCG induce apoptosis de células B malignas a través de la produccién de ERO. También Gupta
etal. (2001) encontraron que el tratamiento de células de cancer de préstata DU145 y LNCaP con
EGCG resultoé en la induccién de apoptosis de forma dosis-dependiente. Liang et al. (1999),
reportaron que la EGCG bloqueé la progresion del ciclo celular en fase G1 de células MCF-7 de

carcinoma mamario, posiblemente mediante la inhibicién de las CDK 2 y 4.

1.9.4 Propiedades antitumorales

Se ha sugerido que la EGCG y otras catequinas del té verde suprimen la promocién tumoral
mediante la inhibicién de TNF-q, el cual parece estar involucrado en la promocién y progresion
tumoral de células iniciadas, asi como células premalignas (Fujiki et al., 2000). Ademas, la EGCG
ha mostrado reducir la unién especifica entre los promotores tumorales como el 12-O-

tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) a sus receptores (Fujiki et al., 1999).

1.9.5 Biodisponibilidad y metabolismo

El metabolismo de los polifenoles ocurre mediante una via comun. Las formas agliconas pueden
ser absorbidas en el intestino delgado. Sin embargo, la mayoria de los polifenoles se encuentran
en los alimentos en la forma de esteres, glicosidos o polimeros que no pueden ser absorbidos en
su forma nativa. Estas sustancias deben ser hidrolizadas por enzimas intestinales o por la
microflora antes de poder ser absorbidas. Durante el curso de la absorcién, los polifenoles se
conjugan en el intestino delgado, y mas tarde en el higado. Este proceso incluye principalmente
la metilacién, sulfatacion y glucuronidacion. Este es un proceso metabolico de destoxificacion,
comun para muchos xenobidticos, que restringe los potenciales efectos toxicos y facilita su

eliminacién urinaria mediante el aumento de su solubilidad en agua (Manach et al., 2004).
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1.10 Pruebasy ensayos para evaluar genotoxicidad

En términos generales, los ensayos de prueba para la deteccidén de dafio genotdxico se agrupan

dependiendo del tipo de alteracion que detectan y pueden ser:

a) Mutaciones génicas; entendidas como sustituciones de pares de bases, adiciones o
supresiones. Estas modificaciones pueden llegar a inactivar un gen, aunque normalmente
permiten al individuo sobrevivir y reproducirse, con lo cual las mutaciones génicas se pueden
establecer y heredar a las siguientes generaciones. Se detectan mediante procesos de

secuenciacion de muestras de ADN (Cole y Skopek, 1994).

b) Alteraciones en la integridad del ADN; son lesiones premutagénicas, como la formacion de
aductos, ligamientos cruzados intra e interbanda y rompimientos de una o dos hebras. Estas
alteraciones pueden ser reparadas enzimaticamente, por lo que si esto ocurre no constituyen
mutaciones heredables. Algunas de las pruebas que las detectan son la determinacion de

aductos en el ADN Yy la electroforesis unicelular alcalina (Hemmink et al, 1994).

¢) AG que se subdividen a su vez en estructurales y numéricas. Aberraciones estructurales;
consisten en deleciones, duplicaciones, inversiones y translocaciones. Estas modificaciones en
los cromosomas son deletéreas y provocan desde el desarrollo de enfermedades genéticas hasta
letalidad. Aberraciones numéricas incluyen aneuploidias y poliploidias; estos cambios numéricos
comunmente ocasionan una falta de equilibrio genético drastico, y letalidad en las etapas
tempranas del desarrollo, aunque también hay alteraciones numéricas viables. En ambos casos,

un analisis del cariotipo permite detectar este tipo de danos (Bender, 1980).

Dentro de las principales pruebas recomendadas para evaluar dano genotéxico se encuentran;
a) ensayos para evaluar mutaciones (bacterias; prueba de AMES), b) ensayos in vitro, para evaluar
dafno cromosémico (frecuencia de AC); células de mamifero) y 3) ensayos in vivo (medula 6sea o
sangre periférica; frecuencia de MN) (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000; Mdller, et al.,
1999). Las pruebas para evaluar genotoxicidad no sélo son indispensables para evaluar el dafo
que puede producir un agente al material genético, sino también, es una herramienta necesaria

para determinar el mecanismo de accién.

Montafio Rodriguez A. R. | 26



Efecto de la EGCG sobre la induccién de MN y apoptosis en ratones tratados con triéxido de cromo

1.11 Micronucleos (MN)

El ensayo de MN ha sido recomendado como bateria de prueba para la evaluacién genotdxica
en la International Conference on Harmonization (ICH4) of Genotoxicity Guidelines, asi como otras
agencias reguladoras tales como la Environmental Protection Agency (EPA), la Food and Drug
Administration (FDA) y la IARC. El propoésito del ensayo es identificar sustancias que causan dafio
citogenético, originado por clastogénesis o aneuploidogéneis (Mavournin, 1990; Krishna y

Hayashi, 2000; Mdller, et al., 1999).

La técnica de MN fue desarrollada por Schmid y Boller en 1970, y es utilizada como ensayo de
corto plazo. Detecta dafo citogenético asociado con la frecuencia de AC, evalta el dafno en
cromosomas enteros o en fragmentos y también puede identificar dafo citotoxico (Schmid y

Von Ledebur, 1973; Krishna y Hayashi, 2000).

Los MN son pequeios cuerpos de cromatina que se originan de fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos, que no son incorporados dentro del nucleo después de la mitosis, por
lo que se identifican en el citoplasma como pequefos nucleos adicionales (Schmid y Von

Ledebur, 1973).
Los MN pueden tener su origen en alguno de los siguientes eventos:

a) Dano a nivel de las proteinas involucradas, directa o indirectamente, en la segregacion de
cromosomas, esto incluye la inhibicidn en el ensamble o desensamble de microtubulos,
remocion de cinetocoros, danos al centriolo, centrémero inactivado etc. (dano

aneuploidégeno; Figura 10-A).

b) AC que llevan a la formacion de fragmentos acéntricos (dafo clastégeno; Figura 10-B).
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Figura 10. Mecanismos de formacién de MN (Modificado de Terradas et al., 2010).

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares, por ejemplo: los mieloblastos,
mielocitos, medula 6sea de raton (eritrocitos) o en eritrocitos de sangre periférica, células
binucleadas (linfocitos) inducidas mediante citocalacina B, asi como también células uroteliales y
exfoliadas de la mucosa bucal y nasal. De igual manera, se han realizado estudios en eritrocitos
de higado y de sangre periférica fetal (Schmid y Von Ledebur, 1973; Heddle et al., 1983). Los MN
pueden ser facilmente detectados, ya que son de forma redonda con un didmetro de alrededor
de 1/20 a 1/5 de un eritrocito (Mavournin, 1990). Un incremento en la frecuencia de MN en
animales tratados con agentes quimicos, indica que estos agentes son inductores de dafo
cromosomico (Krishna y Hayashi, 2000). En las células eritroides se distinguen claramente a los
eritrocitos jovenes y a los maduros. Los EPC (eritrocitos jovenes), todavia contienen ARN, son
basofilos y el nucleo principal es expulsado; si un MN se ha formado permanece en el citoplasma
anucleado. Los EPC, con el tiempo, pierden el ARN y se convierten en ENC (eritrocitos maduros),
mas pequenos que los EPC y son acidéfilos. Partiendo de esto, los eritrocitos se pueden
diferenciar entre ENC y EPC utilizando diferentes colorantes como May-Gruenwald, Giemsa y NA

(Schmid y Von Ledebur, 1973; Hayashi et al., 1990).
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La técnica de NA, desarrollada por Hayashi et al. (1990) permite distinguir facilmente a los EPC,
ya que al contener ARN se tifien de un color naranja fluorescente, mientras que los ENC, no son
tefiidos y se observan de un color oscuro. Los MN se observan como puntos de color verde-

amarillo fluorescente, debido a la presencia de ADN (Figura 11).

Figura 11. Eritrocitos de sangre periférica de raton tefiidos con la técnica de NA. Se observan los ENC, EPC,
y un EPC con dos MN.

1.12 Evaluacion de la muerte celular por apoptosis y necrosis

Existen varios métodos que permiten la adecuada diferenciacién entre la muerte por apoptosis y
necrosis. La valoracién de la integridad de la membrana a través de la tincién con colorantes
vitales pueden ser especificos si se analizan las caracteristicas morfolégicas de las células
directamente. El andlisis de la muerte celular puede ser llevado a cabo tanto en sistemas in vivo

como in vitro (Allen et al., 1997).

Uno de los métodos mas utilizados para el analisis de la apoptosis es la tincién diferencial con

fluorocromos, utilizando una mezcla de los colorantes NA y BrEt. El colorante NA tiene la
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capacidad de introducirse a las células, tanto viables, como no viables mostrando una
fluorescencia verde al intercalarse dentro de un acido nucleico de doble cadena (ADN), o bien
mostrando fluorescencia roja-naranja si se une a un acido nucleico de cadena sencilla (ARN). El
BrEt se introduce Unicamente a las células no viables debido a la pérdida de integridad de la
membrana plasmatica, de tal manera que puede intercalarse en el ADN mostrando una

fluorescencia roja (Baskic et al., 2006).

A través de este método se pueden distinguir cuatro tipos de células de acuerdo al tipo de

emisién fluorescente y al aspecto morfoldgico del nucleo celular, los cuales son:

1. Células vivas con nucleos normales: la cromatina se observa con una fluorescencia verde
uniforme, con estructura organizada.

2. Células apoptéticas tempranas: se observa el nucleo tenido de color verde fluorescente;
la cromatina se observa condensada.

3. Células apoptéticas tardias: tienen nucleo rojo o naranja, con fragmentos condensados
de cromatina.

4. Células necréticas: tienen un color naranja-rojo uniforme, con estructura organizada

(McGahon et al., 1995; Baskic et al., 2006).
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2. Planteamiento del problema

Algunos compuestos de Cr(Vl) son conocidos como carcindgenos, por lo que representan un
riesgo para la salud. En estudios previos en ratones se ha mostrado el efecto genotoxico in vivo
del CrO; al ser administrado por via i.p., ya que se incrementan las frecuencias de MN, por lo que
se ha sugerido que el dafo genotéxico que induce el Cr(VI) se debe a su reduccién intracelular
mediante la generacién de ERO y RL que pueden interaccionar directa o indirectamente con
biomoleculas como el ADN. También el dafio inducido por los compuestos de Cr(VI) puede
desencadenar un proceso de muerte celular. En contraparte, se ha observado que sustancias con
propiedades antioxidantes como los polifenoles, son capaces de prevenir o disminuir el dafo
genotdxico inducido por diferentes agentes mutagenos, por lo que la busqueda de agentes con
capacidad protectora o preventiva es actualmente objeto de investigacion cientifica

considerable.

El té verde es uno de los componentes de la dieta mas populares en el mundo. Se ha encontrado
que su alto contenido de polifenoles es lo que le confiere sus principales propiedades
antioxidantes, siendo la EGCG uno de las sustancias con mayor potencial antioxidante. De ahi
que la EGCG resulta una opcion interesante para su estudio sobre la posible prevencién del dafo
causado por el estrés oxidante y dado que se ha planteado que uno de los mecanismos de la
induccién del dafo genético producido por CrO; es mediante la generacion de ERO y RL tras su
reduccion intracelular, en este estudio se planted evaluar el efecto de la EGCG, sobre el dafo
genotoxico y citotdxico inducido por el CrO;, para lo cual se evaluaron las frecuencias de MN y la
apoptosis, asi como la viabilidad celular y las frecuencias de EPC con relacién a los ENC en sangre

periférica de ratones de la cepa CD-1.
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3. Hipotesis

Si el dafo genotdxico producido por los compuestos de Cr(VI) se debe a la produccién
intracelular del estres oxidante que se genera durante la reduccion del Cr(VI) a Cr(lll) y se ha
observado que el CrO; induce dafio genotéxico mediante el incremento en la frecuencia de MN
en sangre periférica de ratén al ser administrado por via i.p., aunado a que el dafilo genotdxico
puede desencadenar muerte celular, entonces debido a que el polifenol EGCG tiene un alto
potencial antioxidante y ha mostrado ser un eficiente secuestrador de RL, en el presente estudio
se espera que la EGCG sea capaz de proteger del dano genotdxico inducido por CrO;
disminuyendo la frecuencia de MN en EPC y que induzca apoptosis como mecanismo de control
del dafo genotdxico sin incrementar la frecuencia de células muertas con respecto al

tratamiento de CrO:s.
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4, Objetivos

4.1 General

Evaluar el efecto de la EGCG administrada por via oral e i.p. sobre la induccién de MN y

apoptosis, asi como su efecto sobre la viabilidad celular en ratones tratados con CrOs.

4.2 Particulares

1. Establecer la dosis no genotoéxica de la EGCG, mediante el andlisis de las frecuencias de MN
en eritrocitos de sangre periférica de raton.

2. Evaluar el efecto genotdxico de la administracion de CrO;, mediante el andlisis de las
frecuencias de MN en eritrocitos de sangre periférica de raton.

3. Evaluar el efecto de la EGCG sobre el dafio genotdxico inducido por CrOs, mediante el analisis
de las frecuencias de MN en eritrocitos de sangre periférica de raton.

4. Evaluar la apoptosis en leucocitos de sangre periférica de ratdén tratados con EGCG
empleando la tincion diferencial de NA/BrEt.

5. Evaluar la apoptosis en leucocitos de sangre periférica de ratén tratados con CrO; empleando
la tincidn diferencial de NA/BrEt.

6. Evaluar el efecto de ambos compuestos, EGCG y CrOs, sobre la apoptosis en leucocitos de
sangre periférica de ratén empleando la tincién diferencial de NA/BrEt.

7. Establecer la dosis no citotéxica de la EGCG, mediante el andlisis de la viabilidad celular y la
relacion de EPC con relacién a los ENC de sangre periférica de raton.

8. Evaluar el efecto citotéxico de la administracién de CrOs;, mediante el andlisis de la viabilidad
celulary la relacion de EPC con relacién a los ENC de sangre periférica de raton.

9. Evaluar el efecto de la administracién de EGCG y CrO; sobre la viabilidad celular y la relacion

de EPC con respecto a los ENC de sangre periférica de ratén.
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5. Material y Método

5.1 Animales

Se emplearon ratones macho de la cepa CD-1, de 2 a 3 meses de edad y con un peso entre 30 y
40 g, provenientes del bioterio Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM. Los ratones fueron
aclimatados en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, donde se
mantuvieron bajo condiciones ambientales de temperatura y circulacién de aire controladas,
con fotoperiodo de 12 horas luz/12 horas oscuridad y bajo una dieta a base de alimento
comprimido (NUTRI-CUBOS, Purina“®) y agua a libre acceso. Para los experimentos, los animales

fueron divididos en grupos de 5 ratones cada uno.

Los criterios de evaluacién y condiciones de trabajo fueron establecidos con base en los
lineamientos de los programas de la GENOTOX, la EPA, la ECETOC y la FDA (Heddle et al., 1983;
EPA, 1984; Mavournin et al., 1990; Hayashi et al., 1994; FDA, 2000).

5.2 Reactivos

Todos los reactivos fueron obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA). Naranja de
Acridina [CAS No. 10127-02-3]; Bromuro de Etidio [CAS No. 1239-45-8]; EGCG [CAS No. 989-51-5];
CrO; [CAS No. 1333-82-0].

5.3 Tratamientos

La EGCGy el CrOs fueron preparados en una solucion mediante su disolucidn en agua destilada
estéril. Una vez preparados los reactivos se administraron inmediatamente en un volumen de

aproximadamente 0.25 ml por ratén de acuerdo a cada protocolo (Figuras 12-14).
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Efecto de la administracion de EGCG por via i.p. sobre el dano genotoxico inducido por CrO;

(Protocolo 1)

Los grupos de experimentacién fueron administrados con los siguientes tratamientos:
a) Grupo Testigo: no fue tratado
b) Grupo EGCG: tratado con una sola dosis de 20 mg/kg de EGCG por via i.p.
¢) Grupo EGCG: tratado con una sola dosis de 10 mg/kg de EGCG por via i.p.
d) Grupo CrOs: tratado con una sola dosis de 20 mg/kg de CrO; por via i.p.
e) Grupo EGCG+CrOs: tratado con una dosis de 20 mg/kg de EGCG por via i.p. 4 horas
previas a la administracion de 20 mg/kg de CrO; por via i.p.
f)  Grupo EGCG+CrOs: tratado con una dosis de 10 mg/kg de EGCG por via i.p. 4 horas

previas a la administracion de 20 mg/kg de CrO; por via i.p.

Efecto de la administracion de EGCG por via i.g. sobre el dario genotéxico inducido por CrO;

(Protocolo 2)

Los grupos de experimentacién fueron administrados con los siguientes tratamientos:

a) Grupo Testigo: tratado Unicamente con el vehiculo por via i.g.

=)

) Grupo EGCG: tratado con una sola dosis de 10 mg/kg de EGCG por via i.g.

n

) Grupo CrO;: tratado con una sola dosis de 20 mg/kg de CrO; por via i.p.

o

) Grupo EGCG+CrOs: tratado con una dosis de 10 mg/kg de EGCG por via i.g. 4 horas

previas a la administracion de 20 mg/kg de CrOs; por via i.p.

Efecto de la administracion de EGCG por viai.g. y de CrO; sobre la viabilidad celular y la

induccion de apoptosis y necrosis (Protocolo 3)

Los grupos de experimentacién fueron administrados con los siguientes tratamientos:

a) Grupo Testigo: tratado Unicamente con el vehiculo por via i.g.

O

) Grupo EGCG: tratado con una sola dosis de 10 mg/kg de EGCG por via i.g.

n

) Grupo CrO;: tratado con una sola dosis de 20 mg/kg de CrO; por via i.p.

o

) Grupo EGCG + CrOs: tratado con una sola dosis de 10 mg/kg de EGCG por via i.g 4 horas

previas a la administraciéon de 20 mg/kg de CrO; por via i.p.
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5.4 Establecimiento de las dosis de EGCG y CrOs

La dosis empleada para los tratamientos con CrO; fue seleccionada con base en resultados
obtenidos previamente, en los cuales se observé que la administracién de CrO; por via i.p. en
una dosis de 20 mg/kg de peso corporal es inductora de dafo genotdxico (Garcia-Rodriguez et
al., 2001). Las dosis empleadas para los tratamientos con EGCG fueron seleccionadas con base en
estudios previos, en los que se observéd que la administracién de EGCG por via oral e intravenosa
no induce dafo genotodxico (Isbrucker et al., 2006-a); por el contrario, en un estudio in vivo, la
administracion de 10 mg/kg de EGCG por tres dias consecutivos por via oral resultd
antimutagénica contra tres diferentes mutagenos de referencia (AFB1, 1Q2, y MNU; Smerak et al.,
2006). Adicionalmente, se realizaron estudios previos en los cuales se administraron dosis de 10
y 20 mg/kg de EGCG por via i.p y 10 mg/kg de EGCG por via i.g., en los cuales no se observaron

efectos genotoxicos.

5.5 Tiempos de evaluacion

Una vez seleccionadas las dosis de EGCG y CrO;, y establecidas las condiciones de trabajo, se
administraron las dosis de acuerdo a los protocolos. La EGCG fue administrada 4 horas antes de
la administracion del CrO; ya que de acuerdo con la farmacocinética de los polifenoles del té
verde, estos se encuentran distribuidos por completo aproximadamente 4 horas después de su
administracién (Chen, 1997). Posteriormente se evalué el dafio genotdxico mediante el analisis
de la frecuencia de MN vy la citotoxicidad mediante la frecuencia de EPC con respecto a la de
ENC, con muestras obtenidas de sangre periférica. Ademas se evalué la viabilidad celular y la
induccién de apoptosis en el grupo de estudio en el cual la dosis administrada de EGCG fue

capaz de modular el dafo genotéxico inducido por CrO;
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Protocolo 1

A dos grupos de 5 ratones de la cepa CD1 se les administré una dosis de 20 mg/kg de EGCG,
mientras que a otros dos grupos se les administraron 10 mg/kg de EGCG por via i.p. Cuatro horas
después se administré a tres grupos de 5 ratones una dosis de 20 mg/kg de CrO; por via i.p., dos
de ellos previamente administrados con EGCG (10 y 20 mg/kg). El tiempo de administracion del
CrO; se consideré como la hora 0. Un grupo mas fue empleado como testigo, por lo que no se
administré ningun tratamiento. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica cada
24 horas desde la hora 0 hasta la hora 72 para la evaluacién de la genotoxicidad y citotoxicidad

por el método de MN (Figura 12).

Testigo
* * * *
I I I I I
-4 0 24 48 72 h
EGCG
* * *
I I I I |
-4 0 24 48 72 h
o
EGCG
* * *
I I I I I
-4 0 24 48 72 h
o
Cr03 N N N %
I I I I |
4 0 24 48 72 h
o
EGCG + CrO;
* * * *
I | I I I
4 0 24 48 72 h
o o
EGCG + CrO;
* * * *
I I I I I
-4 0 24 48 72 h
o o
M 20 mg/kg de EGCG por via i.p. M 20 ma/ka de CrO: por via i.p.
T 10 mg/kg de EGCG por via i.p. * Toma de muestra

Figura 12. Protocolo para la administracion del tratamiento con EGCG y CrO; por via i.p. y toma de
muestras.
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Protocolo 2

A dos grupos de 5 ratones de la cepa CD1 se les administré una dosis de 10 mg/kg de EGCG por
via i.g. Cuatro horas después se administré a dos grupos de 5 ratones una dosis de 20 mg/kg de
CrOs por via i.p., uno de ellos previamente administrado con EGCG. El tiempo de administracion
del CrO; se consideré como la hora 0. Un grupo mas fue empleado como testigo, por lo que no
se administré ningun tratamiento. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica
cada 24 horas desde la hora 0 hasta la hora 72 para la evaluaciéon de la genotoxicidad y

citotoxicidad por el método de MN (Figura 13).

Testigo
* * * *
4 0 24 48 72 h
EGCG
* * * *
-4 0 24 48 72 h
T
Cr03
* * * *
-4 0 24 48 72 h
T
EGCG+CrO;
* * * *
-4 0 24 48 72 h
T T
T 10 mg/kg de EGCG por via i.g. * Toma de muestra
f 20 mag/kqg de CrOs por via i.p.

Figura 13. Protocolo para la administracién del tratamiento con EGCG por via i.g. y CrO; por via i.p. y toma
de muestras.
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Protocolo 3

A dos grupos de 5 ratones de la cepa CD1 se les administré una dosis de 10 mg/kg de EGCG por

via i.g. Cuatro horas después se administrd a dos grupos de 5 ratones una dosis de 20 mg/kg de

CrOs por via i.p., uno de ellos previamente administrado con EGCG. El tiempo de administracion

del CrO; se consideré como la hora 0. Un grupo mas fue empleado como testigo, por lo que no

se administré ningun tratamiento. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica a la

hora 48, para la evaluacion de la viabilidad celular, e induccién de apoptosis y necrosis (Figura

14).
Testigo
*
-4 0 24 48 72 h
EGCG
*
4 0 24 48 72 h
T
Cr03
*
-4 0 24 48 72 h
T
EGCG+CrO;
*
-4 0 24 48 72 h
T T
T 10 mg/kg de EGCG por via i.g. * Toma de muestra
T 20 mg/kg de CrOs por via i.p.

Figura 14. Protocolo para la administracién de los tratamientos con EGCG por via i.g y CrOs por via i.p. y

toma de muestras.
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5.6 Evaluacion de la induccion de MN y citotoxicidad

5.6.1 Preparacion de laminillas

Las laminillas fueron preparadas previamente a la toma de muestras. Para ello se prepard una
solucion de NA en agua desionizada a una concentracién de 1 mg/ml. Se tomaron 10 pl de esta
solucién y se colocaron sobre laminillas limpias precalentadas a 70°C aproximadamente y con
ayuda de otra laminilla se extendié el colorante. Las laminillas se dejaron secar a temperatura
ambiente y se almacenaron en la oscuridad hasta su uso de acuerdo con la técnica establecida

por Hayashi et al. (1990).

5.6.2 Toma de muestras

Posteriormente a la administracion de los tratamientos, se obtuvieron muestras de sangre
periférica de los ratones a los tiempos de evaluacién establecidos. Las muestras fueron
obtenidas realizando un corte a la punta de la cola de los ratones con ayuda de tijeras de punta
fina. Se colocaron alrededor de 10 pl de sangre directamente sobre las laminillas preparadas
previamente con NA. Inmediatamente después se colocaron cubreobjetos sobre las muestras y
se sellaron con silicon liquido. En cada toma de muestra se prepararon 2 laminillas por ratéon
(Figura 15). Las preparaciones se depositaron en cajas de plastico y fueron mantenidas en la
oscuridad a una temperatura aproximada de 4°C hasta su evaluacién. El analisis de las muestras
se llevé a cabo después de al menos 24 horas de su preparacion, procurando no exceder de 8

dias.

5.6.3 Evaluacion de muestras

Las evaluaciones se realizaron mediante la observacion de las muestras bajo un microscopio de
fluorescencia con un filtro de excitacién azul y un filtro de emisién de luz amarilla (Olympus
Fluoled). La evaluacion del dafo genotodxico se evalué mediante el andlisis de 2000 EPC por

raton, entre los cuales se cuantificaron los EPC con MN. Para la evaluacion del dafio citotéxico, se
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analizaron una cantidad de 1000 eritrocitos totales por ratén, entre los cuales se cuantificaron

los EPC, con el fin de determinar la relacién EPC/ENC.

5.7 Evaluacion de viabilidad, apoptosis y necrosis

5.7.1 Preparacion de colorantes

La mezcla de colorantes fue preparada un dia antes de la toma de muestras. Se prepard una
solucién con 10 pg/ml de NA + 10 pg/ml de BrEt utilizando solucién amortiguadora de fosfatos
(PBS) como diluyente, de acuerdo a la técnica descrita por McGahon et al, (1995), con
modificaciones. La mezcla se almacené en un frasco ambar en la oscuridad hasta su uso al dia

siguiente.

5.7.2 Toma de muestras

Después de la administracion de los tratamientos establecidos en el protocolo 4, se obtuvieron
muestras de sangre periférica de los ratones Unicamente a la hora 48, debido a que es la hora de
mayor induccion de dano genotéxico por el CrOs. Las muestras fueron obtenidas realizando un
corte a la punta de la cola de los ratones con ayuda de tijeras de punta fina. La sangre fue
extraida directamente con ayuda de una jeringa heparinizada, en un volumen de
aproximadamente 100 pl. Las muestras fueron colocadas en tubos para microcentrifuga y se
centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm. Se retir6 el sobrenadante e inmediatamente
después se agrego la mezcla de colorantes en una proporcion de 5 ul de colorante por cada 25
pl de muestra, y se resuspendid. Posteriormente se colocaron 10 pl de la muestra tefiida sobre
laminillas limpias y se cubrieron con cubreobjetos. Las preparaciones fueron evaluadas

inmediatamente después de su elaboracién (Figura 15).
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5.7.3 Evaluacion de muestras

Las evaluaciones se realizaron mediante la observacion de las muestras bajo un microscopio de
fluorescencia con un filtro de excitacion azul y un filtro de emisién de luz amarilla (Olympus
Fluoled). Se evaluaron 300 leucocitos por ratén; para la evaluacion de la viabilidad se
contabilizaron las células vivas y muertas, mientras que para el andlisis de apoptosis y necrosis se
cuantificaron las células apoptéticas tempranas, apoptéticas tardias y necréticas. Posteriormente
se calcularon los valores porcentuales de viabilidad, apoptosis y necrosis de cada grupo

estudiado.

Figura 15. Evaluacién del dafo genotéxico y citotdxico: a) grupos de 5 ratones; b) administracion de
tratamientos; c) obtencién de muestras; d) preparacion de laminillas; e) observacién bajo el microscopio
de fluorescencia; f) evaluacion del dafo genotdxico y citotoxico mediante el método de MN; g) evaluacién
de la viabilidad, apoptosis y necrosis mediante tincién diferencial con NA/BrEt.
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5.8 Analisis estadistico

A los datos obtenidos en los experimentos de MN se les aplicé un analisis de varianzas (ANOVA)
seguido de una prueba Tukey para determinar la significancia entre las medias de cada grupo,
mediante el paquete estadistico SPSS. Para la induccién de MN se calculé la Frecuencia Neta de
Induccién de MN (NIF por sus siglas en inglés) para descartar la induccién espontanea basal de
los grupos (hora 0). Ademas se calcul6 la Frecuencia Diferencial de Induccién de MN (DIF por sus
siglas en inglés) lo que permitié descartar la posibilidad de que el efecto observado fuera
producto de la manipulacién de los animales durante los experimentos (Garcia-Rodriguez et al.,
2001). Los datos obtenidos de los andlisis del NIF y DIF y los resultados del ensayo de apoptosis y
necrosis se analizaron mediante una prueba chi-cuadrada utilizando el paquete Statistica V6
(Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2001). Para todos los casos, se tomaron los datos con

una p<0.05 como significativos estadisticamente (Adler et al., 1998).
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6. Resultados

6.1 Efecto de la EGCG sobre lainduccion de MN por CrOs

En la Tabla 3 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de las 0 a las 72
horas cuando se administraron los tratamientos de EGCG (20 y 10 mg/kg por via i.p.), el de CrOs
(20 mg/kg por via i.p.) y la combinacion de los tratamientos de EGCG y de CrO:s. Los resultados
muestran que las dosis de EGCG no incrementaron los promedios de MN en los tiempos
evaluados, sino por el contrario, redujeron el promedio de MN a las 72 horas después del
tratamiento (alrededor del 50%). La administracion de 20 mg/kg de CrOs; incrementé de forma
significativa el promedio de MN a las 48 horas (alrededor de 6 MN). Cuando se combinaron los
tratamientos de EGCG y CrOs se observé un efecto dual en el grupo tratado con 20-20 mg/kg
EGCG-CrOs; ya que a las 24 horas se incrementd el promedio de MN vy a las 48 horas se observa
una disminucién (alrededor de 2 MN) en comparaciéon con el grupo tratado sélo con CrOs. En
este grupo se registr6é la muerte de 2 animales a la hora 72. Mientras que, en el grupo tratado
con 10-20 mg/kg EGCG-CrO; se incrementaron los promedios de MN en comparacion con el

grupo tratado solo con el CrOs.

Debido a que las frecuencias basales de MN de todos los grupos fueron variables (de 0.4 a 2 MN)
se calculé la Frecuencia Neta de la Induccién de MN (NIF). Este célculo parte de la premisa de
que la induccién de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que al restarle el
numero de MN evaluados en la hora 0 a las siguientes horas, se asume que se obtiene la

induccién “neta” de MN (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

4 I
NIF = MN. X; - MN. Xo
Donde:
a =grupo
Xi=tiempo de evaluacién
Xo=tiempo 0
. v
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Tabla 3. Promedios de las frecuencias de MN en ratones tratados con EGCG, CrO; y la combinacién de los
tratamientos.

. MN /2000 EPC
Grupo Dosis (mg/kg) N Hora * T de
Testigo 0 5 0 1.2+13
5 24 08+0.8
5 48 0.0+0.0
5 72 14+£09
EGCG;, 20 5 0 1.6+05
5 24 1.6+ 1.1
5 48 22+1.1
5 72 08+1.3
EGCGj, 10 5 0 1.2+£1.1
5 24 1.0£1.0
5 48 1.0+1.2
5 72 0.6+0.9
CrO; 20 5 0 20+1.0
5 24 32+18
5 48 8.0 £ 6.0*P<d
5 72 3.2+31
EGCG;, + CrO; 20+ 20 5 0 1.2+04
5 24 52+29
5 48 58+15°
3 72t 2.0+0.0
EGCG;, + CrO; 10+ 20 5 0 0.4+0.5
5 24 22+13
5 48 9.2 +7.2%de
5 72 26+3.1

Significancia estadistica con p<0.05;  vs Testigo; ®; vs CrOs hora 0; < vs EGCG 20 mg/kg; ¢ vs EGCG 10 mg/kg; & vs
EGCG-CrOs (10-20 mg/kg) hoO.
T: muerte de 2 animales.
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En la Figura 16 se muestra el analisis por tiempo y por grupo del NIF calculado para 10 000
EPC cuando se administraron las diferentes dosis de EGCG, CrO; y la combinacion de los
tratamientos de EGCG y CrOs. Tras el analisis se corroboré el aumento de las frecuencias de MN a
la hora 48 en el grupo tratado con CrOs. Por otro lado, en el grupo tratado Unicamente con 20
mg/kg de EGCG, se observa un aumento en la frecuencia de MN a la hora 48 que resulta
significativo respecto al grupo testigo. En el grupo tratado con EGCG y CrOs (20-20 mg/kg) se
observa un aumento de alrededor de 14 MN (233%) a la hora 24 respecto al grupo tratado solo
con CrO;. Mientras que a las horas 48 y 72 la frecuencia de MN disminuye alrededor de 23% y
33% respectivamente, aunque las frecuencias de MN todavia resultan significativas al
compararse con el grupo testigo. En el grupo tratado con EGCG y CrO; (10-20 mg/kg) se observa
un aumento de la frecuencia de MN a las 24, 48 y 72 horas después de los tratamientos con

respecto al grupo tratado Unicamente con CrO; (50%, 47% y 83% respectivamente).
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Figura 16. Analisis del NIF de MN calculado por grupo para 10 000 EPC, en los diferentes tiempos
evaluados: i) hora 24, ii) hora 48 y iii) hora 72. Estadisticamente significativo con p<0.05: 2 vs Testigo; : vs
CrO;; < vs EGCG (20 mg/kg); % vs EGCG (10 mg/kg); T: muerte de 2 animales.
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Con el fin de descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones durante el experimento, se
calculé la Frecuencia Diferencial de Induccién de MN (DIF). El andlisis consistié en restar los
valores de MN obtenidos en todas las horas del grupo testigo a sus correspondientes horas de
los grupos tratados con EGCG, CrO; y EGCG-CrO;, de tal manera que se observaran los MN

inducidos Unicamente por los tratamientos.

DIF = MN. Xi - MN, X; )
Donde:
a=grupo
Xi=tiempo de evaluacién
t = grupo testigo
\ )

En la Figura 17 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar el analisis del
DIF. Se observa que los grupos tratados con 20 mg/kg y 10 mg/kg de EGCG presentan un
comportamiento similar, sin variaciones significativas en las frecuencias de MN con respecto a
sus frecuencias basales. En el grupo CrOs se observan incrementos de las frecuencias basales de
MN en las horas 24, 48 y 72. En el grupo tratado con 20 mg/kg de EGCG y 20 mg/kg de CrO;, se
observa a la hora 24 un primer pico de induccién de MN, y posteriormente a la hora 48 se
observa un segundo pico, mayor que el primero, sin embargo, a la hora 72 hay una disminucién
significativa de la frecuencia de MN. En el grupo tratado con 10 mg/kg de EGCG + 20 mg/kg de
CrO; se observa un aumento significativo en la frecuencia basal de MN a las horas 24,48y 72. El
comportamiento de la frecuencia de MN en este grupo es similar al que presenta el grupo CrOs,

sin embargo a la hora 48 se observa un incremento mayor en la frecuencia de MN.
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Figura 17. DIF absoluto de MN calculado por tiempo y grupo para 10 000 EPC. *: p<0.05 vs hora 0 de cada
tratamiento; : muerte de 2 animales.

Debido a que los tratamientos con EGCG si bien no indujeron un aumento en el nimero de MN
al administrarse solos, pero si presentaron efectos al combinarse con el tratamiento de CrO;, se
cambié la via de administracién de la EGCG a oral (via sonda i.g.). Para ello se seleccioné la dosis

de 10 mg/kg de EGCG.

En la Tabla 4 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de las 0 a las 72
horas cuando se administraron los tratamientos de EGCG (10 mg/kg por via i.g.), el de CrOs (20
mg/kg por via i.p.) y la combinacién de ambos tratamientos. Los resultados corroboran el
incremento en el promedio de MN en el grupo tratado con CrO;. Cuando se combinaron los
tratamientos de EGCG-CrO;, se disminuyeron los promedios de MN en todas las horas evaluadas,

al compararse con el grupo tratado con CrO;.
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Tabla 4. Promedios de las frecuencias de MN en ratones tratados con EGCG por via i.g., CrO; y la
combinacién de los tratamientos.

. MN /2000 EPC
Grupo Dosis (mg/kg) N Hora T de.
Testigo 0 5 0 04+0.5
5 24 04+05
5 48 1613
5 72 08+1.7
EGCG;, 10 5 0 0.0+ 0.0
5 24 0.6+0.9
5 48 0.6+0.9
5 72 0.8+ 1.1
CrO; 20 5 0 1.2+£13
5 24 3015
5 48 10.2 £ 5.62P<4
5 72 32+28
EGCG;g + CrO; 10+ 20 5 0 1.0£1.0
5 24 22+23
5 48 36+1.5
5 72 04+05

Significancia estadistica con p<0.05; % vs Testigo; ®: vs CrOs hora 0; < vs EGCG; ¢: vs EGCG + CrO:s.

Al realizar el analisis del NIF (Figura 18) se observa una disminucién en las frecuencias de MN en
el grupo tratado con EGCG-CrO; a las 24, 48 y 72 horas después de la administracién de los
tratamientos (33%, 71% y 130% respectivamente), al compararse con el grupo tratado solo con

CrO3.
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Figura 18. Andlisis del NIF de MN calculado por grupo para 10 000 EPC en los diferentes tiempos de
evaluacion: i) hora 24, i) hora 48 y iii) hora 72. Estadisticamente significativo con p<0.05: ? vs Testigo; ®: vs

EGCG + CrOs3; < vs EGCG.

Montano Rodriguez A. R. | 5 1



Efecto de la EGCG sobre la induccién de MN y apoptosis en ratones tratados con triéxido de cromo

En la Figura 19 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar el andlisis del
DIF. Se observa que el grupo combinado no muestra incrementos significativos en las
frecuencias de MN, por el contrario, la frecuencia de MN observada a la hora 72 es menor que su
frecuencia basal. El andlisis corrobora que la administracién de 10 mg/kg de EGCG por via i.g.

disminuye la frecuencia de MN inducidos por el CrO:.

60
@=EGCG

50 |=@=CrO3 *
O
& =@=EGCG + CrO3
o
S 40
o
o
>
£ 30
©
g
g 20 * *
|9
(0]
&

10

()
0 ¢ o
0 24 48 72

Tiempo de andlisis (h)

Figura 19. DIF absoluto de MN calculado por tiempo y grupo para 10 000 EPC. *: p<0.05 vs hora 0 de cada
tratamiento.
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6.2 Efecto de la EGCGYy el CrOs sobre la relacion entre EPCy ENC

En las Tablas 5 y 6 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a los ENC
(1000 células totales) cuando se administraron los tratamientos de EGCG, CrO; y EGCG-CrOs.
Debido a que los resultados muestran una alta variabilidad en la relaciéon de EPC con respecto a
los ENC en todos los grupos, se realizé el analisis de la viabilidad celular en leucocitos mediante
el método descrito por McGahon et al. (1995), el cual proporciona datos mas precisos sobre la

citotoxicidad de los tratamientos.

Tabla 5. Promedio de las frecuencias de EPC con respecto a ENC en ratones tratados con EGCG, CrO; y la
combinacién de los tratamientos.

EPC /1000

Dosis (mg/kg) células

X + d.e.

Testigo 0 5 0 764 £ 16.7
5 24 1264 £101.4

5 48 88.8 £ 94.0

5 72 51.8 £ 307

EGCG;, 20 5 0 66.0 + 27.2
5 24 812 = 254

5 48 916 = 333

5 72 998 =+ 17.2

EGCG;, 10 5 0 68.8 + 254
5 24 1124 = 71.3

5 48 130.2 £ 51.8

5 72 198.0 £ 89.5

CrO; 20 5 0 73.6 + 18.0
5 24 718 £ 26.7

5 48 116.8 £ 51.9

5 72 92,6 = 449

EGCG;, + CrO; 20+ 20 5 0 84.2 = 12.8
5 24 70.0 + 323

5 48 754 + 17.1

3" 72 68.7 £ 10.5

EGCG;, + CrO; 10+ 10 5 0 91.0 £ 546
5 24 56.2 + 10.0

5 48 131.2 £ 87.6

5 72 76.2 £ 453
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Tabla 6. Promedio de las frecuencias de EPC con respecto a ENC en ratones tratados con EGCG por via i.g.,
CrO; y la combinacién de los tratamientos.

EPC /1000
Dosis (mg/kg) células

X + d.e.
Testigo 0 5 0 7761126
5 24 46.4 +13.1
5 48 70.6 £ 28.6
5 72 104.8 £ 27.6
EGCG;, 10 5 0 72.8 £24.1
5 24 59.6+12.6
5 48 81.2+289
5 72 95.0+£17.7
CrO; 20 5 0 728+ 11.6
5 24 71.8+26.8
5 48 79.0+£23.5
5 72 83.6+43.0
EGCG; + CrO; 10+ 20 5 0 68.2+ 189
5 24 794 +£17.2
5 48 76.4+£23.0
5 72 89.2+31.9
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6.3 Efecto de la EGCG y el CrO: sobre la viabilidad celular

En la Figura 20 se muestran los porcentajes de células vivas y células muertas en los grupos
tratados con EGCG (10 mg/kg por via i.g.), con CrOs (20 mg/kg por via i.p.) y la combinacién de
los tratamientos de EGCG-CrOs. Se observa que el tratamiento con EGCG no modificd
significativamente la viabilidad celular, mientras que el tratamiento con CrOs redujo la viabilidad
en un 16%. Cuando se combinaron los tratamientos de EGCG-CrO;, se observé un mayor
porcentaje de células vivas en comparacion con el grupo tratado solo con el CrO; pero aun se

observa muerte celular en comparacién con el grupo testigo (Figura 20 ay b).
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90% b a.b a)
80%
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50%
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0% . . . .
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20% ab s

10% i
0% . . .

Testigo EGCG CrO3 EGCG + CrO3

% células muertas

Figura 20. Porcentaje de células vivas y muertas en los grupos tratados con EGCG, CrO; y la combinacion
de los tratamientos. Estadisticamente significativo con p<0.05; a: vs Testigo; b: EGCG.
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6.4 Efecto de la EGCG y el CrOs sobre la apoptosis y necrosis

El analisis morfoldgico nuclear de leucocitos de sangre periférica fue llevado a cabo a las 48
horas después de la administracién de los tratamientos, que fue la de mayor induccién de MN
del CrOs (Tabla 3, Figura 16). La administracion de EGCG fue en todos los casos por via i.g. Se
evalué y calculé el porcentaje de las células apoptdticas tempranas (con membrana intacta;
Figura 21-b) y apoptéticas tardias (con membrana alterada; Figura 21-c) observadas en cada
grupo tratado para realizar una comparacion cuantitativa (Tabla 7). Los resultados muestran que
el grupo tratado Unicamente con EGCG presentd un incremento en las células apoptdticas
tempranas, el cual resulté mayor que el observado en el grupo CrO;, mientras que el porcentaje
de células apoptoticas tardias fue mayor en el grupo tratado con CrOs. Sin embargo, en el grupo
tratado con EGCG y CrO; (10-20 mg/kg) se observé una mayor proporcion de células

apoptaéticas, tanto tempranas como tardias, respecto a los grupos EGCG y CrO;.

Tabla 7. Porcentaje de células apoptéticas tempranas y tardias en los grupos tratados con EGCG, CrOs y la
combinacién de los tratamientos.

% Células apoptoticas %Células
tempranas* apoptoticas tardias*
Testigo 0 5 0.33 0.06
EGCG 10 5 9.60 0.02
CrO; 20 5 7.86° 0.20
EGCG + CrO; 10 + 20 5 26.732b¢ 7.86%P<

Estadisticamente significativo con p<0.05;  vs Testigo; °: vs CrOs; < vs EGCG.
* 300 celulas evaluadas

d)
-~

Figura 21. Andlisis de apoptosis y necrosis en linfocitos de sangre periférica: a) células vivas sin dafo; b)
células apoptéticas tempranas; ¢) célula apoptoética tardia; d) célula necrética (flecha).
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En la Figura 22 se muestra el cdlculo de los porcentajes de apoptosis (temprana y tardia) y
necrosis (Figura 21-d; flecha roja) en cada grupo evaluado. El grupo tratado sélo con EGCG
mostré un aumento en el porcentaje de apoptosis, el cual resultd mayor que el porcentaje
observado en el grupo CrO;. Por otra parte el grupo CrO; presenté un porcentaje de necrosis
mayor que el grupo tratado sélo con EGCG. Sin embargo, en el grupo combinado se observé el
mayor incremento de muerte celular al compararse con los grupos EGCG y CrO;. En todos los

grupos, las células apoptoéticas se presentaron en mayor proporcién que las células necréticas.
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Figura 22. Porcentaje de células apoptéticas y necréticas en los grupos tratados EGCG, CrO; y la
combinacién de los tratamientos. Estadisticamente significativo con p<0.05; % vs Testigo; : vs CrOs; < vs
EGCG.
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7. Discusion

En la actualidad nos encontramos expuestos a diversos agentes xenobibticos, cuyos efectos para
la salud son perjudiciales. Existe evidencia de que las alteraciones en el material genético
pueden jugar un papel importante en la patogénesis de algunas enfermedades crénico-
degenerativas como la aterosclerosis y enfermedades del corazoén, e incluso estan involucradas
en el proceso de carcinogénesis (De Flora et al., 1996; Teaf y Middendorf, 2000). En contra parte,
datos epidemioldgicos han mostrado una relacion inversa entre el consumo de vegetales en la
dieta y la incidencia de estas enfermedades. Recientemente al té verde se le ha atribuido un
efecto preventivo contra diversas enfermedades crdonico-degenerativas. Se han propuesto
diversos mecanismos para la actividad preventiva del té verde en modelos de enfermedades
relacionadas con dafo al ADN, sin embargo las propiedades antioxidantes de sus polifenoles se
han citado como algunas de las mas importantes para su actividad antimutagénica (Frei y
Higdon, 2003). Evidencia reciente indica que la EGCG es uno de los polifenoles mas abundantes
y con mayor actividad antioxidante del té verde (Nagle et al., 2006; Zaveri, 2006; Yang et al.,
2009). Por ello, en este estudio se evalud el efecto de la administracién de EGCG, sobre dano
genotdxico inducido por compuestos carcinogénicos (CrOs), mediante la evaluacién de la

inducciéon de MN y de muerte celular en un modelo in vivo.

Los resultados del estudio muestran que la administracion de 20y 10 mg/kg de EGCG por via i.p.
y de 10 mg/kg de EGCG por via i.g. no produjeron efectos téxicos aparentes. En estudios
anteriores se ha realizado la evaluacién de la toxicidad de la EGCG, en los cuales se ha observado
que aunque la administracion oral aguda de 2000 mg/kg de EGCG a ratas produce toxicidad y en
algunos casos la muerte de los animales, la administracion de 200 mg/kg de EGCG por la misma
via no induce signos clinicos de toxicidad (Isbrucker et al, 2006-b). En el presente estudio se
administraron dosis de 20 y 10 mg/kg de EGCG por via i.p. e i.g., las cuales representan el 10% y
5% respectivamente, de la dosis no toxica reportada por Isbruker et al. (2006-b). Asimismo, las
dosis administradas corresponden aproximadamente al 1% y 0.5% de la LD50 reportada para la
administracién oral de EGCG en ratones (2170 mg/kg; NLM, 1999). En otro estudio,
Gokulakrisnan et al. (2010) evaluaron el efecto de la administracién oral de EGCG, en el cual no
encontraron efectos téxicos, por el contrario, la EGCG fue capaz de atenuar el dafio oxidante
cardiaco en ratas. Por otra parte, Fiorini et al. (2005) evaluaron el efecto de la administracién por
via i.p. de 85 mg/kg de EGCG y tampoco observaron efectos téxicos, por el contrario, la EGCG

redujo la esteatosis hepdtica y protegié contra el dafio hepatico por isquemia/reperfusion en
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ratones esteatdsicos. En estudios en humanos, se ha observado que la administracion de dosis
de 200 a 800 mg/kg es bien tolerada por los sujetos de prueba y no induce efectos secundarios
(Chow et al., 2001). Estos resultados sugieren que la administracion de EGCG no tiene efectos
toxicos sobre el organismo, si no que por el contrario, puede disminuir el dafio generado por

agentes endégenos como el estrés oxidante.

En cuanto a la actividad genotéxica, los resultados muestran que la administracion de 20 y 10
mg/kg de EGCG por via i.p. y de 10 mg/kg de EGCG por via i.g., no incrementa significativamente
las frecuencias de MN en ninguna de las horas evaluadas, por lo que no presentd efectos
genotoxicos. Esto coincide con estudios previos que han evaluado la genotoxicidad de este
compuesto, los cuales han mostrado que la administracion intravenosa (10, 25 y 50 mg/kg) y oral
(500, 1000 y 2000 mg/kg) de una preparacion de EGCG (Teavigo™) carece de efectos
genotodxicos en raton (Isbrucker et al., 2006-a). En otro estudio realizado por Ogura et al. (2008),
la administracion de 500, 1000 y 2000 mg/kg por dos dias consecutivos, de un extracto de té
verde con altas cantidades de catequinas, tampoco se encontraron efectos genotéxicos
utilizando el ensayo de MN en médula ésea de raton. En otros estudios en los que se han
administrado diferentes dosis de EGCG tampoco se ha encontrado induccién de dafo
genotdxico por parte de la catequina, por el contrario, se ha observado que es capaz de
disminuirlo cuando se administran diferentes compuestos inductores de dafo (Smerék et al.,
2006). También in vitro se ha obervado que la EGCG presenta actividad antimutagénica contra
compuestos mutagenos de referencia (Kuroda, 1996; Hour et al., 1999). Sin embargo, también se
ha observado que la EGCG es capaz de inducir por si misma o incrementar el dafio genotdxico
inducido por agentes mutdgenos, sobre todo cuando se emplean dosis elevadas (Imanishi et al.,

1991; Weisburger, 1996; Ohshima et al., 1998; Sugisawa et al., 2004).

La administracién de 20 mg/kg de CrO; por via i.p. indujo un incremento significativo en la
frecuencia de MN, lo cual corrobora el dafo genotéxico reportado previamente para los
compuestos de Cr(VI) (De Flora, 1990; Btasiak y Kowalik, 2000; Codd et al., 2001; O'Brien et al.,
2003; Chen et al., 2009; EPA, 2010) y particularmente para el CrO; (Garcia-Rodriguez et al., 2001;
Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007). En el presente estudio, la evaluacién del dafo
genotodxico inducido por CrOs, se realizé mediante el analisis de la cinética de MN, dentro de las
72 horas siguientes a la administracién del compuesto. Nuestros resultados muestran que las
frecuencias de MN se incrementan en todas las horas de evaluacién, no obstante, la mayor

inducciéon de MN se observa a las 48 horas. Esto puede deberse a la farmacocinética del CrOs, ya
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que se ha reportado que en general la mayor distribucion y biotransformacién de los agentes
quimicos se presenta entre las 24 y 48 horas después de su administracion; y por otra parte, al
ciclo de eritropoyesis en el ratén, ya que la induccion de MN se observa generalmente después
de las 12 horas de la administracion del compuesto de estudio (Hayashi et al., 1990; Krishna y
Hayashi, 2000; Heddle et al., 2011). La genotoxicidad del Cr(VI) se ha relacionado con el estado
de oxidacién del Cr, ya que los cromatos poseen una similitud con algunos iones fisioldgicos de
sulfatos y fosfatos, lo cual permite que el Cr(VI) pueda entrar facilmente a las células a través de
canales iénicos no especificos, o a través del proceso de fagocitosis en el caso de los cromatos
insolubles (Valko et. al., 2006). Cuando el Cr(VI) se encuentra en el interior de las células, se lleva a
cabo su reduccion intracelular de Cr(VI) a Cr(V), Cr(IV) y Cr(lll), los cuales tienen mayor capacidad
de interaccionar con el ADN debido a que tienen afinidad con las bases nitrogenadas y los
grupos fosfato, formando aductos Cr-ADN. Ademads, durante el proceso de reduccion del Cr(VI),
se generan ERO y RL que pueden inducir dafo al ADN mediante rupturas de cadena, oxidacion
de bases, sitios abasicos y entrecruzamientos catenarios (O'Brien et al., 2003; Nickens et al., 2010;
Jomova y Valko, 2011). Estos eventos pueden conducir a la formacién de MN y AC (Levis y

Majone, 1979; Ito y Shimada, 1996; Garcia-Rodriguez et al., 2001; Prieto et al., 2008).

Cuando se administraron 20 mg/kg de EGCG por via i.p., cuatro horas previas a la administracién
del CrO;, se observé un efecto dual: a las 24 horas se observa un incremento de alrededor del
200% en la frecuencia de MN al compararse con el grupo administrado solo con CrOs, por lo que
se sugiere que la EGCG presenta un efecto sinérgico sobre el dafio genotédxico producido por el
CrO;, lo que podria estar relacionado con un efecto pro-oxidante de la EGCG; por otro lado, a las
horas 48 y 72 se observa una disminucion de las frecuencias de MN en un 23% y 33%
respectivamente, por lo que se sugiere un efecto protector por parte de la catequina contra el
dafo inducido por CrOs; (efecto anti-oxidante). Sin embargo la administracién de esta dosis
indujo la muerte de 2 ratones a las 72 horas, lo que sugiere que la combinacién de la dosis

empleada de EGCG con CrO; podria haber provocado efectos téxicos sistémicos.

Cuando se administraron 10 mg/kg de EGCG por via i.p. cuatro horas previas a la administracién
de CrOs, se observo que las frecuencias de MN se incrementan en todas las horas de evaluacién
al compararse con el grupo administrado Unicamente con CrO; (50%, 47%, 83%; hora 24,48y 72
respectivamente). En este caso no se registré la muerte de ninguno de los animales, por lo que
los resultados en conjunto sugieren un efecto potenciador del efecto genotéxico inducido por el

CrO:;. Esto puede estar relacionado con el potencial pro-oxidante de la catequina, ya que se ha
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reportado en estudios recientes, que la EGCG, considerada como un potente antioxidante,
puede conducir también a la generacién de dano oxidante. En las ultimas décadas, se ha
observado que existen estudios contradictorios en cuanto al efecto antioxidante y protector de
la EGCG. Los resultados de un estudio epidemiolégico, mostraron que el consumo de té verde,
aumento 2.7 veces el riesgo de padecimiento de cancer de pulmdn en mujeres en Hong Kong
(Tewes et al, 1990). Otra publicacién, reporta que la catequina puede potenciar la
carcinogénesis de colon en ratas (Hirose et al,, 2001). Posteriormente, Kanadzu et al. (2006),
evaluaron el efecto de la EGCG en linfocitos de sangre periférica humana mediante el ensayo
cometa, en el cual encontraron que la EGCG suprimia los rompimientos de cadena de ADN a
concentraciones de 10® a 10° M, mientras concentraciones de 10* M las inducian por si mismas.
En otros estudios, se ha encontrado que la EGCG puede inducir la modificacidon covalente de
proteinas a través de su auto-oxidacién (Ishii et al., 2008). Ademas se ha encontrado que la EGCG
es capaz de inducir entrecruzamientos de proteinas de membrana, a través de su producto de
oxidacién catecol-quinona, generando RL durante este proceso (Chen et al, 2011). Se ha
observado que la oxidacién de la EGCG puede ser catalizada por metales de transicién.
Furukawa et al. (2003) realizaron un estudio in vitro en que observaron que la EGCG induce dano
al ADN en presencia de Fe(lll) EDTA y Cu(ll), mediante la produccién de ERO. En 2004, Azam et al.
(2004) evaluaron el potencial pro-oxidante de los polifenoles del té verde, encontrando que la
EGCG era el pro-oxidante mas efectivo; ademas observaron que era el reductor mas eficiente de
Cu(ll) a Cu(l), cuya reaccion lleva a la formacién de ERO, tales como el radical *OH. Durante la
reduccion del metal por accion de la EGCG, ésta se oxida produciendo ERO y RL (Zhou y Elias,
2013), los cuales pueden interaccionar con el ADN causando dafo oxidante (O'Brien et al., 2003).
Esto es consistente con los resultados observados en el presente estudio, ya que no se observé
un efecto genotdxico al administrar el tratamiento sélo de EGCG, sino Unicamente al combinarlo

con el tratamiento de CrO:s.

Debido a que la administracion combinada de EGCG y CrO; por via i.p. mostré un incremento del
dano genotodxico, se cambid la ruta de administracion de la EGCG (Dedrick y Flessner, 1997). Los
resultados mostraron que al administrar la EGCG por via i.g. previamente a la administraciéon de
20 mg/kg de CrO;, se observé una disminucion significativa del dafio genotéxico inducido por el
CrO;, en todas las horas de evaluacion. Esto puede deberse al efecto antioxidante previamente
descrito para la EGCG. Nuestros resultados concuerdan con lo descrito previamente por Shi et al.

(2000), quienes encontraron que la EGCG puede proteger contra el dafio genotéxico producido
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por Cr(VI) (K,Cr,0O;) en células Jurkat. Sus resultados mostraron también que esta proteccién se
debe principalmente al efecto antioxidante de la catequina, ya que la EGCG fue capaz de
capturar eficientemente radicales *OH y O,* producidos por la presencia del cromato. En un
estudio realizado por Johnson y Loo (2000), se reporta que la EGCG es capaz de inhibir el dafo al
ADN inducido por H,0, y 3-morfolino-sidnonimina (SIN-1, un generador de peroxinitrito) en
células Jurkat, a través de la captura de RL. Sugisawa et al. (2004), realizaron un analisis del efecto
antigenotoéxico de la EGCG y otras catequinas galatadas y no galatadas del té verde en células
WIL2-NS, en el cual encontraron que la EGCG y la ECG evitaron el dafio cromosémico inducido
por H,O, y por ter-butilhidroperéxido, lo cual no fue observado al emplear catequinas no
galatadas, por lo que reportaron la presencia del grupo galato como necesario para observar el
efecto protector. En estudios in vivo también se ha demostrado la relacién entre los efectos
antimutagénicos de los polifenoles del té verde, y su capacidad antioxidante. Hasegawa et al.,
(1995) administraron a ratas una infusion de un extracto de polifenoles por un periodo de 2
semanas, y las trataron posteriormente con 2-nitropropano (inductor de dafio oxidante al ADN),
mostrando una significante disminucién en los niveles hepéticos de aductos de 8-
hidroxideoguanosina (8-OHdG). En otro estudio, se demostré la reduccién de aductos de 8-
OHdG y tumores de pulmén inducidos por 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK),
en ratones que consumian té verde o EGCG (Xu et al., 1992). La actividad antioxidante de los
polifenoles ha sido considerada como una de sus propiedades mas importantes, ya que debido a
su gran capacidad de capturar RL pueden prevenir el dafio generado por la interaccion de estas
especies con moléculas biolédgicas como el ADN, cuyas modificaciones (mutaciones) se han
relacionado con procesos de carcinogénesis y el desarrollo de enfermedades crénico-
degenerativas (Yen y Chen, 1995; Zaveri, 2006; Wu et al., 2012). La actividad antioxidante de las
catequinas se debe principalmente a los grupos hidroxilo contenidos en sus grupos fendlicos.
Particularmente la EGCG posee ocho grupos hidroxilo distribuidos en sus anillos Ay By en su
grupo galato, lo cual explica su gran potencial antioxidante comparable con el de otras
catequinas contenidas en el té verde (Johnson y Loo, 2000; Zaveri, 2006; Singh et al., 2011). Se ha
identificado que el anillo B es el principal sitio para las reacciones antioxidantes de la EGCG
(Valcic et al., 1999). En general, los antioxidantes fendlicos interfieren con la oxidacién de lipidos
y otras moléculas, como el ADN, mediante la rdpida donacion de atomos de hidrégeno a los
radicales estabilizdndolos y por tanto, evitando su interaccién con otras moléculas. Como
resultado se genera una molécula oxidante que es relativamente estable, por lo que no

promueve reacciones adicionales como radical (Valko et al., 2006). Por otro lado, también se ha
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reportado que la EGCG puede actuar como modulador de la capacidad antioxidante total y
conservar la actividad enzimatica antioxidante enddgena, ademas de inducir el incremento de
antioxidantes endégenos (Simos et al., 2011; Singh et al., 2011). Ademas se ha encontrado que su
capacidad quelante puede contribuir en gran medida a su actividad antioxidante (Zaveri et al.,

2006).

El hecho de que la EGCG haya aumentado el dafo genotdxico cuando fue administrada por via

i.p. y disminuido el dafio cuando fue administrada por via i.g., puede deberse a:

1. La concentracién de la EGCG en plasma. En general, se ha observado que la EGCG puede
actuar como antioxidante sobre todo cuando se emplean dosis bajas, y por el contrario,
puede actuar como pro-oxidante a dosis elevadas (Kanadzu et al., 2006; Zhou Yy Elias,
2013). En el presente estudio, se empleé una misma dosis de EGCG (10 mg/kg); no
obstante, la via de administracion jugé un papel importante en su biodisponibilidad, ya
que se ha demostrado que la administracién de farmacos por via i.p. puede incrementar
considerablemente su concentracién en plasma en comparacidn con vias de
administraciéon enterales (Dedrick y Flessner, 1997). La via de administracién i.p. es
considerada apropiada para este tipo de compuestos ya que permite tener un maximo
control de la dosis real de la sustancia recibida por el organismo ofreciendo un 100% de
biodisponibilidad ya que sobrepasa el efecto primario del higado, e intestinos (Simos et
al., 2011). En este sentido, la administracion i.p. genera una gran ventaja, sin embargo,
los resultados demuestran que probablemente la dosis administrada por via i.p. permite
la absorcion y distribucién de una mayor concentracién de EGCG, la cual como se
describié previamente, probablemente permitié su interaccién con los iones metalicos
del Cr(VI) produciendo altos niveles de estrés oxidante, conduciendo al dafo genotéxico
en los ratones. Por el contrario, la administracién de 10 mg/kg de EGCG por via i.g.
disminuyd la biodisponibilidad del compuesto, de tal manera que las concentraciones
de EGCG en plasma no son las suficientes para generar genotoxicidad, por el contrario,
son capaces de contrarrestar los efectos pro-oxidantes derivados de la presencia del
CrO:s.

2. El pH del medio. Se ha observado que el pH es un factor determinante en el
comportamiento de la EGCG como antioxidante o como pro-oxidante (Takumi-
Kobayashi et al., 2008; Zhou y Elias, 2012). En este estudio, la administracion oral de la

EGCG implica la entrada al tracto digestivo, donde el pH 4cido promueve su oxidacién
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celular (Zhou vy Elias, 2012). Esto podia indicar que la transformacion de la EGCG por las
enzimas y los acidos géstricos, disminuyeron la concentracién de la EGCG en forma pura,
lo cual podria estar relacionado con la disminuciéon de la biodisponibilidad de los
compuestos administrados por via oral, lo cual no ocurre al administrarse por via i.p. Por
otro lado, esto podria contribuir al efecto regulador de la capacidad antioxidante total,
por parte de la EGCG, descrito enseguida.

3. Capacidad de la EGCG para elevar los antioxidantes en plasma. Se ha propuesto que la
generacion de ERO mediada por EGCG puede ser la base de su habilidad para inducir
antioxidantes endégenos (Sing et al., 2011). En este sentido, la oxidacion de la EGCG en
el sistema digestivo pudo haber originado la liberacién de EROQ, las cuales iniciaron una
respuesta antioxidante end6gena, evitando el dafo oxidante generado por el CrO:.

4. Metabolitos de la EGCG con accién antioxidante. Se ha reportado en estudios previos
que la oxidacion de la EGCG conduce a la formacion de metabolitos con capacidad
antioxidante, los cuales también podrian contribuir a la actividad antigenotéxica

observada en nuestro estudio (Qi, 2010).

Al evaluar el efecto citotéxico de los tratamientos, mediante las frecuencias de EPC con respecto
a los ENC, se observé una alta variabilidad en las frecuencias de EPC. Se ha descrito que el dafio
citotéxico puede determinarse por la disminucidn de las frecuencias de EPC con respecto a los
ENC, sin embargo la evaluaciéon de este parametro debe tomarse con reserva, debido a que
cuando un compuesto causa muerte celular, pueden activarse también los mecanismos de
divisién celular y por lo tanto enmascarar el efecto (Krishna et al., 1986; Hayashi et al., 2000). De
ahi que, se evalué la viabilidad celular y la induccién de apoptosis en los grupos tratados con 10
mg/kg de EGCG por via i.g., el tratado con 20 mg/kg de CrO; y en el grupo tratado con ambos,
EGCG y CrO:s. Las evaluaciones de cada grupo se llevaron a cabo a las 48 horas después de la
administracién de los tratamientos, debido a que esta es la hora en la cual el CrO; induce el
mayor numero de MN. El hecho de que se haya optado por evaluar la muerte celular en
leucocitos, se debe a que al igual que los eritrocitos, conforman uno de los tipos celulares
encontrados en el tejido hematico, sin embargo los leucocitos tienen la caracteristica de
presentar nucleo lo cual permite la observacion de los cambios morfolégicos nucleares. Los
resultados del andlisis mostraron que la administracién sola de EGCG induce un incremento en
el porcentaje de células apoptoticas tempranas. Esto puede estar relacionado con el efecto pro-

oxidante de la catequina, descrito previamente, ya que ha observado que cuando se altera el
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estado oxidante intracelular, se puede desencadenar un proceso apoptético (Wang et al., 2006).
Por otra parte, se ha descrito que la EGCG posee un efecto pro-apoptético en células tumorales.
Se ha mostrado que la EGCG afecta un gran nimero de factores asociados con la progresién del
ciclo celular y la inducciéon de muerte, entre ellos se ha propuesto la inhibicién de las CDK, la
inactivacion del factor NFkB y la induccion de la expresién de p21y p27 (Singh et al., 2011), por
lo que probablemente los resultados del presente estudio puedan estar relacionados con la
regulacién génica por parte de la EGCG, sin embargo es necesario realizar estudios posteriores
que puedan proporcionar evidencia del mecanismo de inducciéon de apoptosis por la EGCG.
Conjuntamente, es importante sefalar que las células apoptéticas tempranas todavia presentan
una estabilidad en la membrana, por lo cual algunos autores consideran que la célula apoptética

temprana es una célula viva (Squier y Cohen, 2000).

El grupo administrado con CrOs, también mostré un aumento significativo del porcentaje de
células apoptéticas. Esto puede estar relacionado con la liberaciéon de ERO durante el proceso de
reduccion de Cr(VI) a Cr(lll), ya que, como se ha descrito previamente, el aumento en la
concentracion de ERO en el interior celular, es uno de los factores que pueden desencadenar la
muerte celular, particularmente la muerte por apoptosis. Estos resultados coinciden con lo
reportado previamente por Wang et al. (2006), quienes observaron que la administracién oral de
Cr(VI) indujo dafno al ADN y muerte celular por apoptosis. En su estudio reportaron que la
administracién de Cr(VI) caus6é un aumento significativo de ERO en higado. En otros estudios, se
ha reportado que el Cr(VI) puede inducir apoptosis en cultivos celulares (Carlisle et al., 2000;
Bagchi et al., 2001; Vasant et al., 2003; Hayashi et al., 2004), y que las ERO desempenan un papel
importante en la via de sefhalizacion del proceso apoptético. Sin embargo, también se ha
reportado que el Cr(VI) puede intervenir en procesos de regulacién génica los cuales también
pueden desencadenar la muerte por apoptosis (regulacion de p53, sobrerregulacién de la
caspasa-3, regulacién a la baja de bcl-2, entre otras; Sing, 2008). En el presente estudio se
observd un mayor porcentaje de células apoptéticas tempranas (7.8%) que de células
apoptoticas tardias (0.2 %), lo cual podria estar relacionado con lo reportado por Ye et al. (1999),
quienes observaron que la generacién de ERO generada por la reducciéon del Cr(VI) era
responsable de los estadios tempranos de la apoptosis, mientras que p53 contribuye a los
estadios tardios de la apoptosis; sin embargo la evaluacién de los cambios morfoldgicos
nucleares de las células es considerada como uno de los pasos a seguir para la identificacién del

tipo de muerte celular, ya que se ha recomendado complementar la evaluacion morfoldgica de
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este proceso mediante el uso de métodos mas precisos como la cuantificacién de la expresion
génica y de marcadores moleculares como bcl-2, p53, p21, caspasas, entre otros (Kroemer et al.,
2008). Por otra parte, se observé que la administracién de CrO; aumenté también el porcentaje
de células necréticas, sin embargo las células apoptdéticas se presentaron en un mayor
porcentaje. Esto es consistente con estudios previos en los que se ha observado que los
compuestos de Cr(Vl) inducen apoptosis como forma primaria de muerte celular (Wu et al.,

2012).

Cuando se administraron los tratamientos combinados de EGCG y CrO;, se observé un aumento
en el porcentaje de células apoptéticas, mayor al observado en el grupo tratado Unicamente con
CrO;. Esto contrasta con los resultados reportados por Wu et al., 2012, quienes al evaluar el
efecto de la EGCG contra la toxicidad inducida por Cr(Vl) en células BEAS-2B y EBV-BL,
encontraron que la catequina era capaz de proteger contra la muerte celular. El hecho de que en
el presente estudio la administracién de EGCG haya incrementado el porcentaje de células
apoptéticas, puede deberse a la generacion de ERO, y a la regulacion de la expresidon génica

previamente descrita.

De manera complementaria a la evaluacion de la citotoxicidad y de la induccién de muerte
celular por apoptosis, se realizd un analisis de la viabilidad celular, mediante los resultados
obtenidos del ensayo de apoptosis. En este analisis se tomaron en cuenta las células viables y las
células apoptoticas tempranas como células vivas, y las células apoptoéticas tardias y no
apoptoticas como células muertas. El analisis mostré que el tratamiento con EGCG no modifica
significativamente la viabilidad celular, por lo que se sugiere que la EGCG no afecta la estabilidad
celular. Por el contrario, se observé que la administracién de CrO; disminuye significativamente
la viabilidad celular, lo que indica un efecto citotdxico notable. Al administrar los tratamientos
combinados, se observa un aumento de la viabilidad celular con respecto al grupo tratado con
CrOs, por lo que aunque la EGCG induce un aumento de muerte celular por apoptosis,
probablemente también esté actuando bajo su mecanismo antioxidante, evitando dafos en la

estabilidad celular producidos por el Cr(VI).
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Los resultados en conjunto sugieren que la administracion de EGCG en dosis bajas, puede

disminuir el dano genotdxico inducido por la administracién de CrOs, probablemente debido a:

1. El efecto antioxidante de la EGCG. A través de la captura directa de RL generados por la
reduccion de Cr(Vl) a Cr(lll), o bien a través del incremento de los antioxidantes
enddgenos en plasma.

2. El efecto pro-apoptoético de la EGCG. A través de la eliminacion de las células con daio

en el material genético, mediante la induccién de muerte celular por apoptosis.
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8. Conclusiones y comentarios finales

La administracion de 10 y 20 mg/kg EGCG por via oral e i.p. no induce dafo genotoéxico,

ya que no incrementa de manera significativa la frecuencia de MN.

* La administracién de 20 mg/kg de CrOs; por via i.p. induce dafio genotdxico, ya que

incrementa significativamente la frecuencia de MN.

* La administracion de 20 mg/kg de EGCG y 20 mg/kg de CrOs por via i.p. inducen dafio
genotoxico a las 24 horas después del tratamiento. Mientras que la administracion
previa de 10 mg/kg de EGCG por via i.p. incrementa el dafio genotdxico inducido por el
tratamiento de CrO; de las 24 a las 72 horas después de los tratamientos, lo que se

sugiere que la EGCG presenta un efecto pro-oxidante.

¢ La administracién de 20 mg/kg de EGCG y 20 mg/kg de CrO; por via i.p. disminuyen el
dafo genotdxico a las 48 y 72 horas después del tratamiento, lo que sugiere un efecto

antioxidante.

e La administracion previa de 10 mg/kg de EGCG por via i.g. protege del dafio genotdxico
inducido por el tratamiento de CrOs, ya que disminuyd las frecuencias de MN en el

siguiente orden: hora 24 (33%) < hora 48 (71%) < hora 72 (130%).

e La administracion de los tratamientos de EGCG y CrO; no modificaron la relaciéon de EPC
con respecto a los ENC al comparar con los grupos testigos, sin embargo, estos datos

deben tomarse con reserva.

e Laadministracion de 10 mg/kg de EGCG por via i.g. no disminuye la viabilidad celular, ya

que no incrementa significativamente el porcentaje de células muertas.

e Laadministraciéon de 20 mg/kg de CrO; por via i.p. disminuye la viabilidad celular, ya que

incrementa significativamente el porcentaje de células muertas.

e La administracion de 10 mg/kg de EGCG por via oral previa al tratamiento de CrO;
disminuye la frecuencia de células muertas en comparacién con el tratamiento solo de

CI’O3.
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La administracién de 10 mg/kg de EGCG por via oral y de 20 mg/kg de CrOs por via i.p.

inducen apoptosis.

La administracion de 10 mg/kg de EGCG por via oral previa al tratamiento con 20 mg/kg
de CrO; incrementan el porcentaje de apoptosis, por lo que se sugiere que este es el

posible mecanismo de reduccién de las frecuencias de MN de la EGCG.

La administracion de 20 mg/kg de EGCG y 20 mg/kg de CrOs; por via i.p. indujeron
muerte en dos ratones después de las 48 horas, lo que sugiere un efecto téxico

sistémico.
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10. Anexos
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i) X Foro de Investigacion Escolar. Carrera de Biologia. FES Zaragoza, UNAM.
Iztapalapa, México D.F. Celebrado del 8 al 10 de agosto de 2012.
Titulo del trabajo: Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato sobre la induccion de
micronucleos en ratones tratados con CrO:.

Autores: Montafo-Rodriguez A. R., Altamirano-Lozano M. A. y Garcia-Rodriguez M. C.

i) Society for Free Radical Research International 16th Biennial Meeting.
Londres, Reino Unido. Celebrado del 6 al 9 de septiembre de 2012.
Titulo del trabajo: Pro-oxidant effect of EGCG on genotoxicity of hexavalent chromium in
mice in vivo.

Autores: Garcia-Rodriguez MC, Montano-Rodriguez AR y Altamirano-Lozano MA

iii) Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma de
México, Iztapalapa.
Iztapalapa, México D.F. Celebrado del 17 al 19 de septiembre de 2012.
Titulo del trabajo: Evaluacién de la cinética in vivo de las frecuencias de micronucleos en
ratones de la cepa CD-1 tratados con (-)-epigalocatequina-3-galato.
Autores: Montafno-Rodriguez Ana Rosa, Altamirano-Lozano Mario A. y Garcia-Rodriguez

Maria del Carmen

iv) Congreso Nacional de Genética 2012 de la Sociedad Mexicana de Genética.
Mazatlan, Sinaloa. Celebrado del 3 al 5 de octubre de 2012.
Titulo del trabajo: Efecto de la administracién del cromo (VI) en estudios a corto y largo
plazo sobre la genotoxicidad empleando el ensayo de micronucleos en sangre periférica
de ratén.

Autores: Garcia-Rodriguez MC, Montano-Rodriguez AR y Altamirano-Lozano MA
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Titulo del trabajo: In vivo effect of green tea flavonoids (epigallocatechin-3-gallate and
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Lozano MA.
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Ledn, Guanajuato. Celebrado del 24 al 26 de abril de 2013.
Titulo del trabajo: Efecto de la administracion in vivo de componentes antioxidantes de
la dieta humana sobre el dafio al material genético inducido por la exposicion a metales
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Solicitud de registro de trabajo )

8, 9y 10 de agosto de 2012

Titulo:

EFECTO DE LA (-)-EPIGALOCATEQUINA-3-GALATO SOBRE LA INDUCCION DE
MICRONUCLEOS EN RATONES TRATADOS CON CrO ;

Autores:

Montafio-Rodriguez A. R.Altamirano-Lozano M. Ay Garcia-Rodriguez M. €.

Modalidad Ciclo

X | Oral Basico
Cartel Intermedio
Video | X | Terminal

Resumen:

La (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) es el migndante de los compuestos polifendligos
pertenecientes a las catequinas del té verde, emligndo aproximadamente el 60% de éstas. Este
compuesto puede actuar como capturador de espexaetivas de oxigeno (ERO’s) y como
inhibidor de la actividad enziméatica. En este dstsé investigaron los efectos de la administragion
a ratones por via intraperitoneal (i.p.) de la EG§ibre el dafio genotdxico inducido por @rQ
Grupos de 5 ratones fueron tratados por via i.p. EGCG (10 mg/kg); CreX20 mg/kg) o con
ambos tratamientos (EGCG y G)OSe obtuvieron muestras de sangre periférica deria cauda
alas 0, 24, 48 y 72 horas después de la admiitrale los tratamientos. El dafio genotdxico se
evalué mediante el analisis de micronucleos (MN)zando la técnica de naranja de acridinajen
eritrocitos policrométicos (EPC). Los resultadosesttan que la administracién sola de EGCG| no
modifica la frecuencia de MN. Mientras que, elamitento con Cr@induce un incremento en la
frecuencia de MN a las 48 horas, que resultd estealiinente significativo; lo que corrobora su
efecto genotoxico. Cuando se administré la EGCGigmeente al tratamiento con Gy@o se
disminuyeron las frecuencias de MN inducidas patrabmiento de Cr§) lo que sugiere que €
tratamiento con la EGCG no es capaz de bloqueafémsos genotdxicos inducidos por Gr@sto
contrasta con resultados obtenidos en estudiosogrew los que se ha observado que polifenples
como la EGCG son capaces de proteger del dafiordgidaducido por metales pesados como|los
compuestos de Cr (VI).

[ Proyecto financiado por PAPIIT-IN217712].

Palabras clave:(3-5 palabras)

Epigalocatequina-3-galato, antioxidante, micronog]@species reactivas de oxigeno
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30uM. Mt1a and Mt2a transcripts were significantly up-
regulated at the highest concentrations of 10uM and
30uM, while Sod1 was up-regulated only at 30uM. The
other antioxidant genes were not significantly altered,
but Cat showed an increasing trend. All mitochondrial
genes were up-regulated at 1pM and further decreased
below the control values at 30uM implicating increased
amount of mitochondria at 1uM. Our study suggests that
cells cope with lower concentrations of CdCl, such as
1uM, while 10uM is destructive. Further investigations
on signaling pathways are ongoing, and will reveal more
clues to better understand what decides to ‘die’ or ‘not to
die’.

Keywords: Cadmium, Oxidative stress, proximal tubule,
mitochondria

doi:10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.456

[1] Ogusucu, R. et al., J. Bio. Chem. 284:5546-5556;
2009.

Keywords: DNA,
peroxiredoxin

oxidation, immuno-spin trapping,

doi:10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.457

[0223]
DNA radical detection using immunoblotting

F.A. Summers*, R.P. Mason, M. Ehrenshaft
National Institute of Environmental Health Sciences,
USA

Radical damage to DNA has been implicated in cell
death, cellular dysfunction and cancer. A recently
developed method for detecting DNA radicals uses the
nitrone spin trap DMPO (5,5-dimethyl-1-pyrroline N-
oxide) to trap radicals. The trapped radicals then decay
into stable nitrone adducts detectable with anti-DMPO
antibodies and quantifiable by ELISA or dot biot assays.
However, the sequences of DNA that are damaged are
likely to be as important as the total level of damage.
Therefore, we have developed immunoblotting methods
for detecton of DNA nitrone adducts on
electrophoretically separated DNA, comparable to
western blotting for proteins. These new techniques not
only allow the assessment of relative radical adduct
levels, but can reveal specific DNA fragments, and
ultimately nucleotides, as radical targets. Moreover, we
have determined that denaturation of samples into
single-stranded DNA enhances the detection of DNA-
DMPO adducts in our new blotting methods and also
ELISA assays. These techniques are currently being
applied to identifying sequences of DNA damaged
during oxidative stress in the cytosolic peroxiredoxin-null
Saccharomyces  cerevisiae  strain  (f{sa1Atsa24).
Peroxiredoxins can reduce a wide range of peroxides via
a peroxidase activity, act as molecular chaperones in
response to oxidative stress and have been implicated in
maintenance of genome stability. The strain tsa1Atsa2A
accumulates more DMPO adducts compared to wildtype
in response to oxidative stress [1].

S218

[0229]

Pro-oxidant effect of EGCG on genotoxicity of
hexavalent chromium in mice in vivo

M.C. Garcia-Rodriguez*, A.R. Montafio-Rodriguez, M.
Altamirano-Lozano
UNAM, Mexico

The relevant system for the prevention of carcinogenesis
in vivo includes the modulation of drug metabolism.
Epigallocatechin gallate (EGCG) has strong antioxidant
properties and is one of the four major green tea
catechins. This compound may act as scavenger of
reactive oxygen species (ROS) and as inhibitor of the
enzyme activity. It is known that many dietary flavonoids
have poor bioavailability, undergo extensive
biotransformation and the potential biological activity of
their metabolites needs to be further investigated using
direct routes of administration such as intra-peritoneal
(i.p.). This study was designed to evaluate the effects of
direct administration of EGCG in vivo against genotoxic
damage induced by CrO; in peripheral blood
polychromatic erythrocytes (PCE). Mice were treated
with EGCG (10 mg/kg); CrOs (20 mg/kg) or with EGCG
and CrO; by i.p. route. DNA damage was evaluated by
analysis of micronucleus (MN) using the acridine orange
technique. Blood samples were obtained from the tail
vein at 0, 24, 48 and 72 h after treatment. The results
showed that the treatment with EGCG did not modify MN
frequency. CrO; treatment resulted in a significantly
increases MN frequency at 48 h after the injection,
whereas the treatment with EGCG, prior to CrQOs,
increased MN frequency compared with the group
treated only with CrO;. These results indicate that the
increase of MN by CrO; is not blocked by the EGCG, but
rather has a possible pro-oxidant effect. Our results
contrast with recent studies in which the EGCG protects
BEAS-2B cultured cells from Cr(Vl)-induced cell death
including apoptosis in a dose-dependent manner, as well
as significantly decreased intracellular levels of ROS
induced by Cr(VI) and dose-dependently reduces DNA-
protein cross-links". Financial support was obtained
from DGAPA-UNAM IN217712.

[1] Wu F.,Sun H., Kiuz T., Clancy H.A., Kiok K. and
Costa M. Toxicol. Appl. Pharmacol. 258 (2012) 166-175.
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Keywords: EGCG, Chromium (VI), Micronucleus, Pro-
oxidant

doi:10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.458

[0239]

Accumulation of Si/SiO, quantum dots in liver and
kidney modulates the antioxidant defense system of
Carrasius auratus gibelio

A.l. Serban*' % L. Stanca', S.N. Petrache’, A.
Dinischiotu’

"University of Bucharest, Romania, University of
Agronomic Sciences and Veterinary Medicine
Bucharest, Romania

Quantum dots (QDs) are semiconductor nanocrystals
with stable flucrescence properties useful for biomedical
imaging. In this study, we used 2.75-11.25 nm QDs
formed by a crystalline silicon core surrounded by a
SiO2 shell. Qur research highlights the in vivo effects of
QDs on the redox status in the kidney and liver of
Carassius auratus gibelio.

Fish were divided in two groups and intra-peritonially
injected with vehicle and with 2 mg QDs suspension per
kilogram of body weight. After 1, 3, and 7 days, six fish
from each group were sacrificed and the kidney and liver
tissues were removed. The distribution of QDs was
highlighted by fluorescent image analysis.

The oxidative stress markers such as: malondialdehyde
(MDA), advanced oxidation protein products (AOPP)
reduced glutathione (GSH) and the activities of
antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX),
glutathione reductase (GR), glutathione-S-transferase
(GST) and glucose 6-phosphate dehydrogenase
(G6PDH) were investigated.

The QDs accumulated in kidneys and liver in a time
dependent manner. The SOD and CAT activities
increased continuously during all seven days. MDA
levels increased in both tissues, and peaked after 3
days, with increases of 288% respectively 143%
compared to controls. The higher MDA levels in the
renal tissue could be attributed to the inhibition of GPX
activity after 3 and 7 days by 38% respectively 27%,
whereas the increased activity of GST prevented the
accumulation of AOPP. In contrast, GST activity
significantly decreased in the liver and AOPP levels
doubled compared to control. The depletion of GSH was
observed in both tissues, which correlates with the
decrease of GR activity by about 35%, although G6PDH
activity decreases only in the liver. This study

demonstrates that QDs accumulation in renal and
hepatic tissues presents a potential risk correlated with
the impairment of the antioxidant defense system.

Keywords: oxidative stress markers, Quantum dots,
Carrasius auratus gibelio, antioxidant enzymes

doi:10.1016/j.freeradbiomed.2012.08.459

[0240]

The effect of silicone quantum dots on Hsp60 and
Hsp90 expression in liver and kidney of Carrasius
auratus gibelio

A.l. Serban*' % L. Stanca', S.N. Petrache’, A.
Dinischiotu’

"University of Bucharest, Romania, *University of
Agronomic Sciences and Veterinary Medicine
Bucharest, Romania

Through electron or energy transfer to the molecular
oxygen, quantum dot nanoparticles (QDs) can produce
reactive oxygen species (ROS), and for this reason the
potential of these nanoparticles for imaging applications
raised concerns about their consequences on human
and animal health.

Our goal was to investigate the effects induced in Hsp60
and 90 expression at transcriptional and translational
levels by Si/SiO; QDs in liver and kidney of Cyprinus
carpio upon IP injection of 2mg QDs per kg body weight
after 1, 2 and 3 weeks of exposure. Fish were divided in
two groups: one injected with 0.7% NacCl and the second
with QDs suspension. The mRNA expression of Hsp60
and Hsp90 in target tissues was evaluated by qPCR.
After 1, 2 and 3 weeks the relative expression ratios (R)
of Hsp60 in liver were 0.45+0.03, 0.6510.06 and
0.72£0.23 and for Hsp90 0.23+0.006, 0.42+0.01
respectively 1.03+0.03. In kidney, R values of Hsp90
were 0.31+0.006, 0.74+0.01 and 1.0+0.04 after 1, 2
respectively 3 weeks. The only upregulated protein at
transcriptional level was Hsp60, the highest R value,
3.840.66 being after 1 week, whereas after 2 and 3
weeks R was 2.28+0.34 respectively1.19+0.06. Similar
modifications were observed by western blot analysis in
both tissues.

The decline of Hsp90 in liver and kidney at mRNA and
protein level may compromise cellular integrity, due to
ROS formation induced by QDs, making the cells more
lysis prone. Hsp60 has an important part of cellular
protein homeostasis and the down regulation observed
by us could indicate alterations in the protein turnover
mechanisms. Our results show that QDs affect hepatic
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EVALUACION DE LA CINETICA i wivo DE LAS FRECUEMCIAS DE MICRONUCLEQS EN
RATOMES DE LA CEPA CD-1 TRATADOS CON (-)-EPIGALOCATEQUINA-3-GALATO

Montanc-Rodriguez, Ana Rosa; Altamirano-Lozano, Mario Agustin y Garda-Rodriguez, Maria
del Carmen*

Unidad de Investizacion en Genética y Toxicologia Ambiental {UNIGEN]. Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UMAM. *carmen, ganciz @ unam.me

La [-}-epigalocatequinz-3-galato (EGCG) es uno de los componentes polifenolicos mas
importantes del té verde. Se le ha descrito como un antioddante capaz de prevenir la
tumorigénesis al proteger a los componentes celulares de! dafio oxidante mediante la
captura de radicales libres. También, se ha observado gue la EGCG presenta actividad
antimutagénica, anti-angiogenica, antiproliferativa y pro-apoptotica en estudios realizados
principalmente in vitro. Sin embargo, pocos estudios han evaluado la toxicidad y la
genotoxicidad in vivo de la EGCG. En este estudio se evalud la dnética de Ias frecuencias de
micronuciess (MM al ser administrada por via intraperitoneal la EGCG en ratones de la cepa
CD-1. Los ratones fueron tratados con 10 mg/kg de EGCG. El dano genotoxico s= evalud
mediante el andlisis de MM utilizando |3 técnica de naranja de acriding en eritrocitos
policromaticos (EPC) de sangre periférica. Las muestras fueron tomadas de la vena caudal
antes del tratamiento (hora 0) ¥ a las 24, 48 y 72 horas después del tratamiento. Los
resultados musstran que la administracion de 10 mg/kg de EGCG no incrementd las
frecuencias de MM en ninguna de las horas evaluadas, sino por el contrario, al parecer
disminuye los MN basales que presentaban los organismos. Estudios previos han reportado
que la EGCG presenta actividad clastogénica™, sin embargo en nuestro estudio no se ohservo
dafio clastogénico evaluado mediante la formacion de MN. Los resultados obtenidos en
nuestra investigacion, indican gue la EGCG no presenta efectos genotdxicos in vivo, sino por
el contrario los disminuye. A partir de nuestros resultados se sugiere continuar con estos
estudios empleando otros protocolos que podrian permitir evaluar un efecto preventivo de
la induccion de dafio oxidante mas consistente. Proyecto financiodo por UNAM mediante io
DGAPA, PAPIIT-IN21I7712.

e
=

-
Ln

EPC

Hofas

Frecuenciz da MM 10000
=

Cinstion de las frecuendas de MN en rotones trotodos con 10 mg kg de EGOG
por wia introperitonenl

[1] ishvucker AA, Bousch J, Edwards 1A, Wolz E. Food and Chemical Toxicology. 44 [2006). 626-535.
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IN VIVO EFFECT OF GREEN TEA FLAVONOIDS (EPIGALLOCATECHIM-3-
GALLATE AND QUERCETIN) ON THE GENOTOXICITY OF HEXAVALENT
CHROMIUM: ANTIOXIDANT AND PROOXIDANT

Garcia-Rodriguez, M.C.*; Mentanio-Redriguez, A.R.; Nicolas-Méndez, T. and
Altamirano-Lozano, M_A.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicolegia Ambiental (UMIGEMN), Facultad de
Estudios Superiores “Zaragoza®™, UMAM, PO Box 9-020, C.P. 15000, D.F., México.
Tel: 56230772, *carmen.garcia@unam . mx

Inhibition of oxidative damage constitutes the first line of defense against DMNA damage,
and can be considered as the most effective way to prevent some forms of cancer.
Flavonoids like quercetin and epigallocatechin-3-gallate (EGCG), present in green tea,
have shown strong antioxidant properties. Quercetin is considered to be the most potent
reactive oxygen species (ROS) scavenger, it has also shown ex vivo protection against
HzOz-induced DMA damage, and has been suggested to empower the plasma
endogenous antioxidant ca pa{:ity'm]. EGCG, the major green tea catechin, besides
acting as a ROS scavenger, it has alzo shown antiproliferative and pro-apoptotic in vitro
efiects®. On the other hand, hexavalent chromium [Cr {\/1)] generates ROS during its
reduction to Cr (lIl}, leading to DNA damage. As part of our ongoing research program to
evaluate chemopreventive or chemoprotective potential components of diet, the ability of
gquercetin and EGCG to reduce genctoxic damage induction, by Cr (V1) in perpheral
blood polychromatic erythrocytes (PCE) of mice, was evaluated in the present study.
Mice were treated with flavonoids (quercetin 100 mg/kg and EGCG 10 mgikg); CrO3 (20
mgikg), or the flavonoid prior to CrO; administration. DHNA damage was evaluated by
analysiz of micronucleus (MN), using the acridine crange technigue. Blood samples
were obtained from the tail vein at 0, 24, 48 and 72 h after each treatment. The results
showed that the treatments with gquercetin and EGCG alone did not modify MHN
frequency. CrQ3 treatment significantly increased MM frequency after the injection.
Howewver the group treated with quercetin and CrO; showed a parial decrease MN
frequency 24, 48 and 72 after the administration of the treatments, but mainly at 24 h
(64% reduction MN); suggesting a limited protection against chromium-induced-
genotoxicity, whereas the treatment with EGCG, prior to Crl;, showed a higher increase
in MN frequency at 24 h (30% increase MN) compared with the group treated only with
CrOz suggesting a pro-oxidant effect. These results indicate that quercetin is capable to
prevent DMNA damage possibly by ROS scavenging, but also that the increase of MN by
CrQgz, iz not blocked by the EGCG.

Financial support was obtained from DGAPA-UNAM IN21TT12.

[1] Philip J. ef al. Antioxidant and Other Properties of Green and Black Tea at "Handbook of antioxidants™
2™ ed. Marcel Dekker, Inc, USA_ 2002,
[2] Boots, A, Haenen GRMM, Bast A. Health effects of quercetin: From antioxidant to nutraceutical.

Keywords: EGCG, quercetin, chromium (VI), micronucleus, flavonoids.
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Efecto de la administracion in vivo de componentes antioxidantes de la dieta humana sobre el
dafio al material genético inducido por la exposicion a metales pesados con potencial cancerigeno
(Cromo [VI]).

Ma. del Carmen Garcia-Rodriguez*, Ana Rosa Montafio-Rodriguez, Gabriela Serrano-Reyes
y Mario Altamirano-Lozano, M.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambientai (UNIGEN), Facuitad de
Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. Batalla 5 de mayo s/n Esq. Fuerte de Loreto. Col.
Ejército de Oriente. C.P. 09230, México D.F. Tel (55)56230772.

* carmen.garcia@unam.mx
Introduccion

La dieta es reconocida como un factor importante en la modulacion de enfermedades relacionadas
con ¢l daiio al material genético. En estudios epidemioldgicos y experimentales, se ha demostrado que
algunas plantas comestibles o sus componentes presentan actividad como antimutagenos ademas de
presentar efectos sobre la carcinogénesis humana'?, de ahi que, el estudio de sustancias con propiedades
protectoras & moduladoras del dafio al material genético, surge como una opciéon complementaria a
los estudios de genotoxicidad, ya que al conocer los mecanismos de proteccion se pueden generar
alternativas para contrarrestar los efectos de los agentes inductores de dafio.

La actividad antioxidante como mecanismo de proteccion, no solo comprende la captura de
radicales libres (RL) y de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO’s), sino también la prevencion de su
formacion y la reparacion de las lesiones que ocasionan. Al estrés oxidante (EOx), se le ha relacionado con
el dafio genotoxico y en ese sentido, el estudio de sustancias con propiedades antioxidantes surge como una
opcion para la prevencion y como coadyuvante en el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas
relacionadas con el EOx y con el dafio genotoxico®. El EOx esta relacionado con el envejecimiento,
ademas de favorecer la presencia o las complicaciones de enfermedades como: ateroesclerosis, diabetes
mellitus, alzheimer, diversos tipos de cancer, asi como de procesos inflamatorios y de isquemia/
reperfusion, entre otros; por lo que el EOx constituye uno de los mecanismos fisiopatologicos mas
importantes. El concepto de EOx es considerado como un desequilibrio bioquimico ocasionado por la
produccion excesiva de ERO’s y RL o por una disminucion de los sistemas antioxidantes>*. La generacion
de ERO’s propicia la formacion de RL, los que al tener un electrén impar o solitario en sus Orbitas
externas son altamente reactivos y pueden interaccionar con macromoléculas bioldgicas como el ADN,
lipidos, carbohidratos y proteinas; generando dafio genotdxico de manera directa o indirecta que puede
conducir a carcinogénesis®®. Los compuestos del cromo [VI] han sido ampliamente estudiados, debido a
que forman parte de una gran variedad de compuestos utilizados en la industria y por su asociacioén con
la induccion de cancer®’. Si bien, el Cr [III] es un micronutriente esencial que juega un papel importante
en el metabolismo de proteinas, azucares y grasas, el Cr [VI] puede generar ERO’s y RL durante su
reduccion intracelular a Cr [I11] e inducir dafio genotoxico, incluso se ha planteado que la carcinogénesis
del Cr [VI] puede ser iniciada y promovida por esta reduccion intracelular®. Aunque en estudios in
vitro e in vivo se ha probado la capacidad antioxidante de algunos componentes de la dieta como los
flavonoides, los B-carotenos (precursor de vitamina A), asi como las vitaminas C (acido ascérbico) y E
(tocoferoles y tocotrienoles) ademas de algunos pigmentos como la clorofila y sus sales’™!!, existen pocos
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estudios sobre su posible efecto protector in vivo del dafio al material genético inducido por sustancias
cancerigenas que generan EOx, mediante la formacion de ERO’s y RL. Por lo que, el presente estudio
se disefi6 para evaluar los efectos de la administracion in vivo de componentes antioxidantes de la dieta
humana sobre el dafio al material genético inducido por metales cancerigenos (Cr [VI]), mediante la
evaluacion de MN en Eritrocitos Policromaticos (EPC) de sangre periférica de ratones de la cepa CD-1
tratados con trioxido de cromo.

Material y Método

Animales

Se emplearon ratones de la cepa CD-1 entre 45 y 60 dias de edad con un peso de 28 a 35 g.
Los ratones se obtuvieron del bioterio Harlan de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM). Se alimentaron con nutricubos (Purina) y se les permitio libre acceso al
agua. Los ratones se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.
bajo condiciones de temperatura y circulacion de aire controladas, asi como periodos de luz-oscuridad
de 12-12 horas, durante el tiempo que duro el experimento.

Reactivos

Al menos que se indique, todos los reactivos empleados en el estudio fueron obtenidos de Sigma
Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA). Triéxido de cromo [CAS No. 1333-82-0], 4cido ascorbico C,H,O,
[CAS No. 50-81-7], a-tocoferol C,,H, O, [CAS No. 10191-41-0], B-caroteno C, H, [CAS No. 7235-40-
7], (-)-Epigalocatequina-3-galato (EGCG) extraida de té verde [CAS No. 989-51-5].

Tratamientos

El 4cido ascorbico, la EGCG vy el trioxido de cromo fueron preparados en solucion mediante
su disolucion en agua destilada estéril, mientras que el a-tocoferol y el B-caroteno fueron disueltos en
aceite de maiz. Una vez preparados los reactivos, se administraron inmediatamente en un volumen de
0.25 ml. Se conformaron grupos experimentales tomados al azar de cinco ratones cada uno, divididos
de la siguiente forma: a) Grupo Testigo, solo se le administré el vehiculo (aceite de maiz); b) Grupo
Antioxidantes: se les administraron los diferentes antioxidantes (acido ascéorbico, alfa-tocoferol, beta-
caroteno 0 EGCG); ¢) Grupo Cr [VI], se les aplicé 20 mg/kg de trioxido de cromo por via intraperitoneal y
d) Grupo Antioxidantes-Cr[VI], se les administraron los antioxidantes previo a la aplicacion del trioxido
de cromo. Los tratamientos de 4cido ascorbico (150 mg/kg de peso corporal) y EGCG (10 mg/kg) se
administraron por via i.p, mientras que los tratados con alfa-tocoferol (100 mg/ kg) y beta-caroteno (20
mg/ kg) se administraron por via oral (sonda intragastrica) utilizando como vehiculo aceite de maiz.
Todos los tratamientos se administraron en una sola dosis. Los criterios de evaluacion y condiciones de
trabajo se establecieron con base en los lineamientos de los programas de la GENOTOX, y la FDA >,

Preparacion de laminillas, toma de muestras y evaluacién
Para la evaluacion del dafio al ADN se sigui6 la técnica de Micronticleos propuesta por Hayashi

et al. (1990)". Se prepararon laminillas cubiertas con naranja de acridina (Quimica Meyer) a las que se
les colocaron las muestras de sangre obtenidas de la vena caudal y se guardaron en cajas de pléstico
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en la oscuridad a 4 °C hasta su evaluacion. Las evaluaciones se realizaron mediante la identificacion de
los eritrocitos normocromaticos (ENC), de los EPC y de los MN bajo un microscopio de fluorescencia
(Nikon OPTIPHOT-2). La tincion diferencial que se obtuvo con la naranja de acridina, diferencio a los
EPC de los ENC, ya que los EPC se tifien de rojo-anaranjado fluorescente debido al ARN-ribosomal, y
los MN se tifien de color amarillo fluorescente por su contenido de ADN (Fig. 1). Se analizaron 2000
EPC por cada raton, en los que se identificé la presencia o ausencia de MN para la evaluacion del dafio
al material genético.

Fig. 1. Frotis de sangre de raton tefiida con naranja de acridina,
donde se muestran ENC, EPC y EPC con un MN.

Analisis Estadistico
A las evaluaciones de MN se le calcul6 el valor absoluto de la frecuencia neta de la induccion de
MN (por sus siglas en ingles NIF). Esta frecuencia parte de la premisa de que la induccion de los MN a
la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que, al restarle el nimero de MN evaluados en la hora
0 a las siguientes horas, se asume que se obtiene la induccion “neta” de MN'®. Los valores del NIF se
analizaron con una Chi-cuadrada. Se empleo el programa Statistica/PC V 6.0TM, para hacer los analisis
estadisticos. Para todos los casos se considero el nivel de significancia de p<0.05"".

Resultados

En los resultados obtenidos se observé que la administracion sola de los tratamientos antioxidantes
(acido ascorbico, alfa-tocoferol, beta-carotenos y EGCG) no incrementa la frecuencia de MN (Fig.2), sino
por el contrario, para el caso del acido ascorbico se reduce la frecuencia basal de MN. Sin embargo, en el
grupo tratado con trioxido de cromo, se presentd un incremento en las frecuencias de MN principalmente
a las 24 y 48 horas en las que resultaron estadisticamente significativos con respecto al grupo testigo y
a su propia hora 0.

Cuando se administraron los antioxidantes previo a la aplicacion del trioxido de cromo, se
redujeron las frecuencias de MN en todos los grupos excepto con la EGCG en comparacion con el grupo
tratado solo con el compuesto de Cr [VI]. La mayor proteccidn se presento a las 48 horas en el siguiente
orden: acido ascorbico (57%) > alfa-tocoferol (46%) > beta-caroteno (24%). Particularmente, con la
administracion del beta-caroteno, se observo un efecto dual, ya que disminuyeron las frecuencias de MN
a las 24 y 48 horas, pero se incrementaron a las 72 horas, lo que nos permite sugerir que el -caroteno
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presenta tanto un efecto antioxidante, como pro-oxidante. Por el contrario, en el caso de la EGCG solo
se observa un efecto pro-oxidante, ya que se incrementaron las frecuencias de MN en todos los tiempos
de evaluaci6n en comparacion con el grupo tratado solo con triéxido de cromo a la hora 48 (de hasta un

53%) (Fig. 2).
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Fig. 2. Efecto de los antioxidantes sobre la induccion de MN en sangre periférica de ratones tratados con
trioxido de cromo: i) deido ascorbico, ii) a-tocoferol, iii) f-caroteno y iv) EGCG. Representacion del
valor absoluto de los datos obtenidos de MN por 10000 EPC al realizarles el cdlculo del NIF.
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Discusion

En el presente estudio se emple6 un modelo in vivo, para estudiar los efectos de algunos de
los componentes antioxidantes de la dieta sobre el dafio al material genético inducido por metales
cancerigenos tal es el caso de los compuestos del Cr [VI], con este tipo de estudios se contribuye por una
parte, al planteamiento de estrategias para tratar y prevenir enfermedades relacionadas con el EOx, y por
otra parte para inferir el modo de accion de los agentes protectores del dafio genotéxico (desmutagenesis
y bioantimutagénesis), en este caso de los antioxidantes: acido ascérbico, beta-caroteno, alfa-tocoferol
y EGCG.

El ensayo de MN ha sido propuesto como una herramienta til para la medicioén de genotoxicidad
in vivo. Los MN son cromosomas completos que se rezagan durante la anafase y no son incorporados
al nucleo principal durante la division celular o pueden ser fragmentos de cromosomas, por lo que los
MN son indicativos de dafio al material genético'". El aumento en las frecuencias de MN en el grupo
tratado con el triéxido de cromo es indicativo de dafio genotéxico, ya que los lineamientos de la FDA
y la OECD sefialan que una sustancia o compuesto es considerado como un agente genotéxico cuando
es capaz de inducir mas de 4 MN/1000 EPC'®" (Fig. 2). El dafio genotéxico observado en el presente
trabajo por la administracion del triéxido de cromo corrobora los resultados reportados previamente
tanto por nuestro grupo de trabajo como por otros grupos, quienes también observaron dafio genotoxico
mediante el incremento en la frecuencia de AC, asi como de rompimientos de cadena sencilla y doble del
ADN'y de mutaciones puntuales'****, La induccién del dafio genotéxico por el Cr [VI] se relaciona con
los procesos bioquimicos involucrados en el ciclo redox y la generacién de ERO’s y RL, ya que se ha
propuesto que el Cr [VI] al atravesar la membrana celular puede ser reducido intracelularmente y producir
reactivos intermedios como el Cr [V], Cr [IV] y finalmente Cr [III]*. El mecanismo mas importante de
la activacion del oxigeno por metales de transicion, involucra a la reaccion de Fenton/Haber-Weiss, que
genera el radical hidroxilo (OH"), el cual es altamente reactivo y capaz de dafiar al ADN. En el ciclo de
Haber-Weiss, el Cr [VI] puede catalizar la formacién de radicales OH" a partir del radical superoxido
(O-,"), esto es, el radical (O-,") puede reducir al Cr [VI] para generar Cr [V], el cual puede reaccionar con
el H,O, para producir el radical OH' y generar nuevamente Cr [VI]****, Al administrar in vivo el acido
ascorbico, los beta-carotenos y el alfa-tocoferol, se modulé el dafio al material genético inducido por el
tridxido de cromo, el cual es un agente también identificado como cancerigeno. El posible mecanismo
de proteccion de los antioxidantes podria estar relacionado con la captura e inactivacién de ERO’s yRL
generadas por la reduccion del Cr [VI] al Cr [I11]. El efecto protector de los componentes antioxidantes
de la dieta sobre el dafio al material genético que observamos en el presente estudio genera grandes
expectativas, ya que se ha encontrado en pacientes con algunos tipos de céncer la formacion de aductos,
por lo que existe la posibilidad de que los componentes antioxidantes de la dieta puedan disminuir
e incluso proteger de la induccién de estos tipos de cancer®. Sin embargo, las perspectivas para la
aplicacion de estos agentes protectores de dafio al material genético atin son limitadas, ya que, si bien
ya se estan estudiando los mecanismos de proteccion que ejercen estos agentes, es necesario conocer 10s
mecanismos de induccién del dafio, para identificar el proceso de iniciacién, promocién y progresion del
cancer, y saber en qué momento y bajo qué condiciones debe ser aplicado el tratamiento, y por lo tanto
obtener una mayor eficacia’®?’.

Por otra parte, si bien se ha demostrado in vitro que los polifenoles son capaces de capturar RL
como el 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), los radicales hidroxilo (OHs) y lipidos derivados de los
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RL, los cuales pueden desempefiar un papel importante en la patogénesis de varias enfermedades como
el cancer?®¥, en nuestro estudio observamos que la administracion in vivo de la EGCG no disminuy¢ el
dafio al material genético inducido por el triéxido de cromo, por el contrario lo incrementd, sugiriendo
un efecto pro-oxidante. Estudios previos realizados con EGCG in vitro reportaron que el flavonoide es
capaz de proteger a las células del dafio inducido por compuestos de Cr [VI], sugiriendo como principal
mecanismo a la captura de RL3*%. Sin embargo, también se ha encontrado en otros modelos también
in vitro, que la EGCG puede presentar efectos tanto antioxidantes como prooxidantes, teniendo una
relacion dependiente de la dosis empleada, donde dosis bajas protegen y dosis altas incrementan el dafio
al ADN?!, situacion que pudiera estar relacionada con nuestras observaciones.

Conclusiones

La administracion in vivo de acido ascorbico, alfa-tocoferol, beta-carotenos y EGCG no inducen
dafio al material genético mediante el incremento en la frecuencia de MN. Particularmente, el 4cido
ascorbico es el antioxidante que presentd un mayor efecto protector del dafio causado al material genético
por la administracién del trioxido de cromo. El posible mecanismo de proteccion de los antioxidantes
estudiados podria estar relacionado con la captura e inactivacion de las ERO’s y los RL generados por
la reduccién del Cr [VI] al Cr [III]. Por otra parte, el beta-caroteno aunque presenta proteccion, también
presenta un incremento de la frecuencia de MN a las 72 horas, lo que podria estar indicando un efecto
dual como antioxidante y pro-oxidante. Mientras que, el incremento en la frecuencia de MN observada
en el grupo tratado con EGCG indica que la EGCG no es capaz de bloquear el dafio generado por el Cr
[VI], por el contrario, lo aumenta, sugiriendo una actividad pro-oxidante.

A partir de nuestras observaciones podemos sugerir que el consumo de antioxidantes en la dieta
humana, genera expectativas para su posible aplicacion en la quimioprevencion del dafio al material
genético, lo cual podria conducir a una futura aplicacion para prevenir procesos de carcinogénesis y
mutagénesis. Por lo que, es necesario ampliar este tipo de estudios para obtener datos concluyentes sobre
los posibles beneficios en la salud humana.
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