BN, AT §
[3

AVENM4 DE

LO HUMAMO EJE DE
MUESTRA REFLESION

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“ZARAGOZA”

“ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LA
CLOROFILINA SOBRE LA ACCION
GENOTOXICA Y TERATOGENA
DEL CROMO (VI)”

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
DOCTOR EN CIENCIAS (BIOLOGIA)
P R E S E N T A

M. en C. MARIA DEL CARMEN GARCIA RODRIGUEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. MARIO A. ALTAMIRANO LOZANO

MEXICO, D.F. 2006



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de Antimutagénesis,
Anticarcinogénesis y Antiteratogénesis de la Unidad de
Investigacion en Geneética y Toxicologia Ambiental, Facultad de
Estudios Superiores “Zaragoza”’, UNAM.

El desarrollo de esta investigacion estuvo financiado por los
proyectos PAEP-UNAM 500306, 500406 y 014302. Asi mismo se
conto con beca de la Direccion General de Estudios de Posgrado,
UNAM.



El presente trabajo fue presentado de manera parcial o total en
los siguientes eventos académicos:

A) NACIONALES

EVENTO: VIl CONGRESO NACIONAL DE GENETICA, CELEBRADO DEL 28 DE
SEPTIEMBRE AL 2 DE OCTUBRE DE 1997 EN ENSENADA, BAJA CALIFORNIA.

TITULO DE LA PONENCIA: "EFECTO DEL TRIOXIDO DE CROMO SOBRE LA INDUCCION
DE MICRONUCLEOS EN ERITROCITOS POLICROMATICOS DE SANGRE PERIFERICA DE
RATON".

AUTORES: GARCIA-RODRIGUEZ M.C., LOPEZ-SANTIAGO, V., PINEDA-HERRERA, E. Y
ALTAMIRANO-LOZANO, M.

EVENTO: V CONGRESO CONJUNTO DE LA SOCIEDAD MEXICANA DE GENETICA Y LA
SOCIEDAD MEXICANA DE TOXICOLOGIA GENETICA, CELEBRADO DEL 27 DE
SEPTIEMBRE AL 2 DE OCTUBRE DE 1998 EN EL PUERTO DE ACAPULCO, GRO. MEX.
TITULO DE LAS PONENCIAS:

-"CINETICA DE INDUCCION DE MN-PCE EN SANGRE PERIFERICA DE RATON
TRATADOS CON CROMO, USANDO LAMINILLAS CUBIERTAS CON NARANJA DE
ACRIDINA”.
AUTORES: GARCIA-RODRIGUEZ M.C., LOPEZ-SANTIAGO, V., Y ALTAMIRANO-
LOZANO, M.

-"ESTUDIO DEL EFECTO GENOTOXICO Y TERATOGENO DEL CrO3, AL SER
ADMINISTRADO DURANTE LA EMBRIOGENESIS EN EL RATON".

AUTORES: GARCIA-RODRIGUEZ M.C., LOPEZ-SANTIAGO, V., Y ALTAMIRANO-
LOZANO, M.

EVENTO: IV CONGRESO UNIVERSITARIO DE INVESTIGACION EN SALUD, CELEBRADO
LOS DIAS 23 Y 24 DE MARZO DEL 2001, EN CULIACAN, SINALOA.

TITULO DE LA PONENCIA: "REDUCCION DE LOS EFECTOS GENOTOXICOS DE METALES
PESADOS POR COMPONENTES DE LA DIETA”".

AUTORES: M. C. GARCIA-RODRIGUEZ Y M. ALTAMIRANO-LOZANO.

EVENTO: CONGRESO NACIONAL DE GENETICA 2002, CELEBRADO DEL 24 AL 28 DE
SEPTIEMBRE DEL 2002 EN LA UNIVERSIDAD MICHOACANA DE SAN NICOLAS DE
HIDALGO, MORELIA, MICH.

TITULO DE LAS PONENCIAS:

-"MECANISMOS DE INDUCCION DE MICRONUCLEOS DEL TRIOXIDO DE CROMO,
UTILIZANDO HIBRIDACION in situ CON FLUORESCENCIA EN SANGRE
PERIFERICA DE RATON in vivo”.

-"ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA ACCION GENOTOXICA
DEL TRIOXIDO DE CROMO DURANTE EL DESARROLLO FETAL DEL RATON in
vivo”.



-"ESTUDIO DEL EFECTO GENOTOXICO Y TERATOGENO DEL TRIOXIDO DE
CROMO DURANTE EL DESARROLLO FETAL DEL RATON IN VIVO”.

-ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA ACCION GENOTOXICA
DEL CrO; EN ERITROCITOS POLICROMATICOS DE SANGRE PERIFERICA DE
RATON IN VIVO”

EVENTO: Il CONGRESO NACIONAL SOBRE DEFECTOS AL NACIMIENTO, CELEBRADO
DEL 12 AL 14 DE JUNIO DEL 2003, EN UNIDAD DE CONGRESOS DEL CENTRO MEDICO
NACIONAL SIGLO XXI, MEXICO, D. F.

TITULO DE LA PONENCIA: "EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE CLOROFILINA EN
COMBINACION CON TRIOXIDO DE CROMO, SOBRE EL DESARROLLO FETAL DEL
RATON".

AUTORES: CARMEN GARCIA-RODRIGUEZ, GERARDO PEREZ-FLORES Y MARIO
ALTAMIRANO-LOZANO.

B) INTERNACIONALES

EVENTO: 5° CONGRESSO LATINO-AMERICANO DE MUTAGENESE, CARCINOGENESE E
TERATOGENESE AMBIENTAL, CELEBRADO DEL 15 AL 20 DE NOVIEMBRE DE 1998, EN
CURITIBA, PARANA-BRASIL.

TITULO DE LA PONENCIA: "ESTUDIO DE LA CINETICA DE MN-PCE INDUCIDA POR CrO3,
EN SANGRE PERIFERICA DE RATON, USANDO LA TECNICA DE NARANJA DE ACRIDINA.
AUTORES: GARCIA-RODRIGUEZ M.C., LOPEZ-SANTIAGO, V. Y ALTAMIRANO LOZANO, M.

EVENTO: 2000 ENVIRONMENTAL MUTAGEN SOCIETY ANNUAL MEETING, CELEBRADO
DEL 8 AL 13 DE ABRIL DEL 2000, EN NEW ORLEANS, LA, USA.

TITULO DE LA PONENCIA: "EFFECT OF CHLOROPHYLLIN ON THE MN-PCE INDUCTION
IN PERIPHERAL BLOOD OF MICE EXPOSED TO CHROMIUM TRIOXIDE IN VIVO.
AUTORES:GARCIA-RODRIGUEZ M. C., LOPEZ-SANTIAGO, V. Y ALTAMIRANO LOZANO, M.
ORGANIZADOR: ENVIRONMENTAL MUTAGEN SOCIETY.

EVENTO: 7" |ICMAA INTERNATIONAL CONFERENCE ON MECHANISMS OF
ANTIMUTAGENESIS AND ANTICARCINOGENESIS, CELEBRADO DEL 23 AL 27 DE
SEPTIEMBRE DEL 2000, EN GRAND RAPIDS, MICHIGAN, USA.

TITULO DE LA PONENCIA: "STUDY OF PROTECTIVE EFFECT OF CHL IN THE MN-PCE
INDUCTION BY Cr(VI) IN VIVO".

AUTORES:GARCIA-RODRIGUEZ M. C., LOPEZ-SANTIAGO, V. Y ALTAMIRANO LOZANO, M.
ORGANIZADOR: ELSEVIER SCIENCE.

EVENTO: EIGHTH INTERNACIONAL CONFERENCE ON MECHANISMS OF
ANTIMUTAGENESIS AND ANTICARCINOGENESIS, CELEBRADO DEL EL 6 DE OCTUBRE
DE 2003 EN PISA, ITALIA.

TITULO DE LA CONFERENCIA: “COMPARISON OF EFFECTS OF CHLOROPHYLLIN
ADMINISTERED BY DIFFERENTS ROUTS ON GENOTOXICITY OF HEXAVALENT
CHROMIUM IN CD-1 MICE”.

AUTORES: M. CARMEN GARCIA-RODRIGUEZ, GERARDO PEREZ-FLORES, J. CARLOS
NEVARES, J. F. SANCHEZ Y MARIO ALTAMIRANO-LOZANO.

ORGANIZADOR: CONSIGLIO NAZIONALE DELLE RICERCHE Y LA INTERNACIONAL
ASSOCIATION OF ENVIRONMENTAL MUTAGENESIS SOCIETIES.



Expreso mi sincero agradecimiento:

Al Dr. Mario A. Altamirano Lozano por su asesoria y direccion en el presente
trabajo.

A los integrantes del Comité Tutoral por su tiempo e importantes aportaciones
en el desarrollo y conclusién del presente trabajo de investigacion.

Dr. Mario A. Altamirano Lozano
Dr. Pedro R. Morales Ramirez
Dr. Emilio Rojas del Castillo
Dra. Patricia Rosas Saucedo

A los distinguidos Miembros del Jurado por sus comentarios y atinadas
observaciones para mejorar y enriquecer el presente escrito.

Dr. J. Miguel Betancourt Rule
Dr. Mario A. Altamirano Lozano
Dr. Pedro R. Morales Ramirez
Dr. Victor M. Mendoza Nufez
Dra. A. Roci6 Ortiz Muiiiz

Dr. Emilio Rojas del Castillo
Dra. Judith Guzman Rincén

A los Alumnos que ayudaron y participaron en la realizacion del trabajo
experimental, porque con su valiosa colaboracion contribuyeron a la realizacién
del presente trabajo de investigacion.

Biol. Victoria Lépez Santiago

Biol. Elizandro Pineda Herrera

Biol. Yolanda Santiago Moreno

P. de Biol. Gerardo Pérez Flores

P. de Biol. Juan Carlos Nevarez Lépez

Y a todos mis comparfieros y amigos que de una manera u otra me ayudaron e
impulsaron a lograr esta meta...



Particularmente quisiera agradecer a mis Maestros:

Porque he aprendido que lograr el Doctorado implica mucho mas que un
apelativo en mi nombre y un cuadro colgado en la pared... esto lo aprendi de
mis maestros.

Quisiera empezar por el primero que me ensefid, que cuando uno discute un
tema hay que tener fundamentos... mi padre, Clemente Garcia Loyola, gracias
por esas largas confrontaciones, porque desde nifia me ensefiaste a cuestionar
todo, inclusive lo que tu decias...

En mi primer intento de hacer investigacion, afortunadamente el destino me
puso como maestro al Dr. Pedro Morales Ramirez, quien fue la persona que
me ensefd a plantear preguntas antes de dar respuestas, a caminar antes de
empezar a volar y no ha sido facil... ain sigue siendo mi maestro y espero lo
sea por siempre...

Hay personas que aunque no estén cerca de uno son nuestros maestros,
porque representan un ejemplo a seguir, y aqui quisiera mencionar con todo mi
respeto al Dr. Miguel Betancourt Rule, quien me ha brindado su apoyo en
todo momento, gracias por esos detalles que simplemente me han hecho ver su
enorme calidad humana, pero sobre todo gracias por la amistad.

En mi vida he tenido grandes tropiezos, pero estos me han permitido conocer
gente valiosa como el Dr. Victor Mendoza Nufiez, quien me ha ensefiado que
un doctor también se forma fuera de un laboratorio... no se si en todos los
paises sea igual, pero en éste no se puede hacer investigacion solo sacando
“dieses”... gracias por compartir conmigo esa experiencia y gracias por seguir
confiando en mi...

Asi como he tenido grandes desilusiones en mi vida, también me he encontrado
con grandes sorpresas. He aprendido que ser critico es bueno, pero es mejor
ser critico y propositivo, en este andar fue como encontré a un maestro de vida
al Mtro. Juan F. Sdnchez Ruiz, a quien le agradezco todas sus ensefianzas y
su confianza... hoy en dia no cualquiera cree en la gente que viene detras.

Y finalmente, quisiera hacer mencion al Dr. Roberto Dominguez Casala, por
ser un maestro en toda la extension de la palabra y ser su alumna es todo un
honor para mi... gracias por todo el apoyo, por adoptarme en estos ultimos
meses y por ayudarme a “cerrar esta puerta” llamada tesis.

A todos mis maestros... jGracias por participar en mi formacion!



Dedico este trabajo a:

Alejandro
Por ser el amor de mi vida... por todo y cuanto me has

dado, por tu apoyo incondicional, porque este trabajo
sin tu ayuda jamas se hubiera logrado... jsimplemente
porque te amo!

Alex y Deira
Por ser mi inspiracion dia a dia... por estar a mi lado,

por su apoyo, por su comprension, por todos esos
momentos que le dan el verdadero sentido a mi vida,
por ser como son... jlos amo!.



A la memoria de mi padre Clemente Garcia Loyola
Por todo cuanto me diste, porque se que aun me
sigues cuidando... jte extrafo tanto!

A mi madre Concepcion Rodriguez Salguero
Porgue me ensefaste a luchar en la adversidad,

porque me ensefiaste que el mejor camino,
no siempre es el mas corto...

A mis hermanos: Clemente, Beatriz, Gerardo y Luis
Por todos los momentos que hemos pasado

juntos, por su amor fraternal...

A Manuel y Altagracia
Por su apoyo incondicional en todo momento...

A la memoria de Vicky
Porgue mas que mi alumna fuiste mi amiga...

Jamas te olvidaré!



INDICE DE CONTENIDO

Pagina
RESUMEN . ..ot e e e e e e e e e e e e e et e e e e [
AB S T R A T .ttt e e e e e ii
INDICE DE ABREVIACIONES.......ccuiiiitieiiee e e e e eee e
1. INTRODUCCION.. P |
1.1. Modulaciony protec0|on de dano genotoxmo S
1.2, ClOrofiliNa. .. ..oooe o e e 8
1.2.1. Principales usos.. PPN 10
1.2.2. Aplicaciones terapeutlcas ................................................. 10
1.2.3. Efectos antigenotdxicos y anticancerigenos..........c.coevuvvennen. 13
1.2.4. Mecanismos de proteccion de dafio genotoxico.................... 15
1.2.5. TOXICIAAA. ... e et e e e e e e e 17
1.3. Proteccion de agentes teratdgenos..........covcvvvvveviiviiiieiievinieninn e 20
1.4. Agentes genotOXiCoS Y teratOgen0S. .. ....c.vvuvvuiieiieie e e e e aeenns 21
1.4.1. Metales pesados (CrOMO).......uuuitie it e e aans 22
1.4.1.1. Generalidades y principales usos del cromo............. 22
1.4.1.2. Mecanismos de induccion de dafio.........................27
1.5. Evaluacion de la genotoxicidad...........c.oveieiie i e e e 29
1.5.1. MICIONUCIEOS. ...t et e e e e e e e 31
1.6. Evaluacion de alteraciones durante el proceso reproductivo............... 34
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ..ottt e 38

B HIPOTE SIS .ot e e e e e 00030
4. OBIETIV OS . .. o e e e 39
A, GeNEIAL. .. 39
4.2, PartiCUlares. .. .....ovo i e e e A0

5. MATERIAL Y METODO.......coiiiiiiiieiiiieee e e

B, L. ANIMAIES. .. 41
5.2, REACHIVOS. ...ttt e e et e e e e e e 42
5.3. Tratamientos.. S ¥ §
5.4. EstabIeC|m|ento de Ias d05|s deI Cr (VI) y de Ia CFL ................. 42
5.5. Tiempos de evaluacion.. : 42
5.5.1. Genotoxicidad y C|totOX|C|dad 42
5.5.2. Fetotoxicidad y teratogemudad ................................ 45
5.6. EVAlIUACIONES. ...ttt e e e e e e e e e 45
5.6.1. Genotoxicidad y citotoxicidad.................ccevveennn. .45
5.6.2. Alteraciones en el desarrollo.............c.ccooeiiiiiiininn, 48

5.7. Efecto de la CFL sobre la induccion
de dafio genotoxico y citotoxico del Cr(VI1)........coovvieiiiiiinnnn. 51



5.8. Relacidén entre la proteccion de la CFL

y la cinética de induccién de MN por el Cr (MI)......cooveviiinnnnn. 53
5.8.1. Método de hibridacién in situ con fluorescencia.......... 54
5.9. Efecto de la CFL sobre alteraciones del desarrollo..................56
5.10. Andlisis estadistiCO..........c.ocvvi it i i i e e ee e ... DB
6. RESULTADOS.. P - Y
6.1. Cinética de mduccmn de MN y de Ia frecuenma
de EPC por Cr (VI) (hembras sin prefiar)............ccoeeevennnnnnnn. 57
6.2. Origen de MN inducidos por CrOz.......coveviiiiiii i, 62
6.3. Efecto de CFL sobre el dafio genotoxico..............................66
6.4. Cinética de induccién de MN y de la frecuencia
de EPC por CrO3 (hembras prefiadas)..........ccccoevvviiieinnnnnnn. 74
6.5. Efecto genotoéxico y citotéxico del CrOs en los fetos................ 77
6.6. Efecto de la CFL sobre el dafio genotoxico
del CrOz en hembras prefiadas.............ccoeviiii i 80
6.7. Efecto de la CFL sobre el dafio genotoxico
en fetos obtenidos de hembras tratadas con CrOs..................83
6.8. Efecto de la CFL sobre el dafio causado
por el CrO3 en el desarrollo fetal.......................ocoiiehh.....86
7. DISCUSION.. : P I
7.1 Clnetlca y orlgen MN |ndu0|dos por Cr (VI) P ¢ K
7.2. Efecto de la CFL sobre el dafio genotdxico del Cr (VI) ............ 96
7.3. Efecto de la CFL y Cr (VI) sobre la citotoxicidad.................. 100
7.4. Efecto de la CFL sobre las alteraciones
del desarrollo inducidas Por CrOz........ccvveiiiiiiiieiie e e e e, 100
8. CONCLUSIONES. ... ..ttt e e e e e e e e e e e e 104
9. REFERENCIAS. ... e e e e ee e e e 0000, 106

10. PUBLICACIONES GENERADAS EN ESTE TRABAJO................... 130



RESUMEN

La busqueda y el estudio de sustancias con propiedades protectoras o moduladoras de
dafio al ADN, surge como una opcién 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 del dafio genotoxico. El objetivo de
este estudio consistié en evaluar los efectos de la clorofilina (sal de la clorofila) sobre el
dafio genotoxico y teratdgeno inducido por las sales metélicas del cromo (VI) [CrO; 6
K.Cr,0O]. Se emplearon hembras de ratén de la cepa CD-1 sin prefiar y prefiadas, a las
que se les traté con clorofilina (CFL) (20 mg/kg), Cr (V1) (20 mg/kg) 6 CFL(20 mg/kg) y Cr
(VI) (20 mg/kg). La ruta de administracion de la CFL fue via oral 6 intraperitoneal (i.p.),
mientras que la del Cr (VI) por via i.p. El efecto genotoéxico fue evaluado con el analisis de
las frecuencias de micronidcleos (MN) en sangre y el dafio teratbgeno con las
malformaciones externas y esqueléticas en los fetos. Las muestras de sangre de los
organismos adultos fueron obtenidas de la vena caudal y de los fetos por decapitacion.

En los resultados de este trabajo se observd que, en las hembras sin prefiar la
CFL administrada de forma i.p reduce sélo la frecuencia de MN inducidos por el CrO; en
la hora 12, a partir de esto se plantea que los MN que se forman en respuesta al
tratamiento con CrOs; tienen diferentes vias de induccion, y que la CFL administrada por
via i.p. tiene efecto sélo sobre los MN originados de manera temprana. Cuando se
administroé la misma dosis de CFL por via oral, la disminucién en el nimero de MN se
present6 tanto en la hora 12 como en la 48, por lo que se puede decir que la via de
administracion de la CFL juega un papel importante en sus mecanismos de proteccion, los
cuales pueden estar relacionados con la velocidad de absorcion de la CFL. Al probar el
efecto del K,Cr,O7, se observé que este a diferencia del CrO; tiene un menor efecto
genotoxico. Al administrar la CFL previamente al tratamiento con K,CrO-, se disminuyen
significativamente los MN observados en la hora 48, esto quiere decir que la proteccion de
la CFL est4 relacionada con el compuesto y con la toxicidad del mismo.

En las hembras prefiadas la administracion de CrO; en el dia 15 de gestacion
induce dafo genotoxico al igual que en sus crias. Estos incrementos en el nimero de MN
son menores en comparacion con el efecto en las hembras sin prefiar. Cuando se
administro la CFL por via i.p previa a la aplicacion del CrOsz, se observo que si bien la CFL
reduce el nimero de MN, esta reduccién no es significativa, por lo que se puede decir que
la CFL no protege del dafio genotéxico a las hembras gestantes tratadas con CrO; en el
dia 15 de gestacion. Sin embargo, en los fetos si se disminuyé el nimero de MN
inducidos por CrO; con el tratamiento previo de las madres. Estas observaciones hacen
suponer que al redistribuirse la CFL entre la madre y sus crias, posiblemente la
concentracion de la CFL fue mas alta en los fetos.

En cuanto a las evaluaciones de las frecuencias de eritrocitos policromaticos
(EPC) en hembras sin prefiar no se observaron efectos, por lo que se puede decir que no
hubo un efecto citotéxico claro inducido por los tratamientos de CFL, CrOz y CFL-CrOs;. En
las hembras prefiadas hubo una disminucién de la frecuencia de EPC sélo en el grupo
tratado con CrOg, esto nos hace suponer que los efectos citotéxicos podrian depender de
la condicion endocrina de los animales. En los fetos se observo una disminucion de la
frecuencia de EPC tanto en el grupo tratado como en el testigo, por lo que se sugiere que
la disminucion se debe al desarrollo fetal y no a los tratamientos.

Finalmente, la administracion del CrO; a hembras prefiadas incrementé el nUmero
de malformaciones externas y esqueléticas en los fetos. La administracion de CFL antes
del tratamiento con CrO3 en hembras prefiadas reduce significativamente las alteraciones
externas. A partir de estos resultados se puede sugerir que existe una relacién entre los
mecanismos genotoxicos y el dafio teratégeno.



ABSTRACT

The search and study of substances with protective properties or damage modulators to
the DNA emerge as a complementary option to genotoxicity studies. The analyses of the
protection mechanisms generate alternatives to counteract the effects of agents causing
the genotoxic damage. The aims of the present project were to study the effects of
chlorophyllin (Na and Cu salt of chlorophyll) on the genotoxic and tetarogen damage
induced by the metallic salts of chromium (VI) [CrO3; 6 K,Cr,O7 [Cr (VI)]. Female mice from
CD-1 strain, pregnant and non-pregnant, were treated with chlorophyllin (CHL) (20 mg/kg),
Cr (VI) (20 mg/kg) or with CHL and Cr (VI) at 20 mg/kg body weight. The CHL was
administered by gavage or intraperitoneal (i.p.), and Cr (VI) via i.p. The genotoxic effect
was evaluated with the analysis of the micronucleus (MN) in the peripheral blood and
teratogen effect with external and skeletal macroscopic malformations in fetuses. Blood
samples of adult organisms were obtained from the tail vein and in the fetuses from the
trunk after decapitation.

In non-pregnant females, CHL administrated i.p. reduces the frequency of MN
induced by CrO; 12 h after treatment, such effect not was observed 48 h after it. These
results suggest that MN are formed in response to treatment CrO; by different ways. When
the same dose of CFL was administrated via oral, a decrease in the number of MN was
presented 12 and 48 h after treatment. It can be said that the administration via of CFL
plays an important role in its mechanisms of protection; such differences could be
explained by the speed of absorption of the CFL. K,Cr,O; showed lower genotoxic effects
than CrO;. CFL administrated previously to the treatment with K,Cr,O; diminishes
significantly the MN observed 48 h after treatment, suggesting that CFL protection could
be related to the compound and its toxicity.

The administration of CrO;to 15-day pregnant mice induced genotoxic damage in
the mothers and pups. The increment in the frequency of MN are smaller compared to the
effect in non-pregnant females. CFL administrated via i.p. previously to the injection of
CrO; reduced the number of MN present in the pregnant mice in a non-significant way.
Nevertheless, a significative reduction in the number of MN was observed in the fetuses of
pregnant mice treated with CFL before CrOz; administration. These observations suggest
that CFL is redistributed between the mother and her breeding, suggesting that the CFL
level high in the fetuses is higher in the mother.

The frequency of polychromatic erythrocytes (PCE), in non pregnant females mice
was not modify by CFL, CrO; and CFL-CrO; treatments, suggesting that a cytotoxic effect
was not induced. The frequency of PCE was lower in CrO; pregnant treated mice than
control ones, suggesting that the cytotoxic effects could depend on the endocrine condition
of the animals. No significant effects of CrO; PCE in the fetuses were observed. In the
fetuses, the diminution of PCE was observed both in treated and control groups, suggests
that such diminution obeys to the fetal development and not to the treatments.

Finally, CrOs; injected to pregnant mice resulted in significant increase in the
number of external and skeletal malformations. CFL treatment before CrO; injection
resulted in a decrease in the frequency of external alterations. Taken together present
results suggest the existence of an interrelationship between the genotoxic mechanisms
and teratogenic damage induced by CrOs.



1. INTRODUCCION

Se ha estimado que la dieta humana esta asociada con la induccién del cancer.
En 1981, Doll y Peto publicaron los resultados de un estudio de correlacion
entre los factores de exposicion y la muerte inducida por céncer, ellos
observaron que alrededor de una tercera parte de los canceres humanos estan
relacionados con la dieta (figura 1). A partir de estos datos, diversos
investigadores empezaron a estudiar las propiedades de los componentes de la
dieta humana, y encontraron que nuestra dieta esta constituida tanto por
sustancias con actividad mutagena y cancerigena, como por sustancias
capaces de contrarrestar o inhibir estos efectos (Ames, 1983; Renner, 1990;
Block et al., 1992; Surh y Ferguson, 2003).

Dieta (35%0)
Tabaco (30 %)
Infecciones (10%6)

ucta sexual (7%6)

Figura 1. Proporciones estimadas de factores de riesgo asociados con muerte por cancer
(adaptada por Lee y Park, 2003 de Doll y Peto, 1981).



Efecto de la clorofilina sobre el dafio genotoxico y teratégeno del Cr (VI)

Las frutas y los vegetales, fueron de los primeros componentes de la
dieta que llamaron la atencion para su estudio como posibles agentes
protectores del dafio al ADN, esto debido a que estan constituidos por
sustancias que tienen propiedades antioxidantes. En el cuadro 1 se muestran
algunas de los componentes de las frutas y vegetales que en la actualidad han
sido descritas con potencial antimutageno y anticancerigeno (Graham et al.,
1978; Shu et al., 1989; Barone et al., 1992; Block et al., 1992; Harris y Ferguson
1993; Ferguson, 1994).

Cuadro 1. Principales fuentes alimenticias de algunos constituyentes de la dieta
descritos como antimutagenos y anticancerigenos.

Sustancia protectora
Principales fuentes alimenticias de dafio
mutageno o cancerigeno

Margarina, higado- || Vitamina A
Vegetales rojos y amarillos (zanahoria, jitomate etc.)- | Beta carotenos

Principalmente en citricos- | Vitamina C
Aceites vegetales y harinas- || Vitamina E
Carnes, huevos- | Selenio
Vegetales verdes- | Clorofila
Cruciferaceas- | Indole-3-carbinol
Chile- | Capsaicina

Vegetales fibrosos- || Fibra vegetal
(Pifia, melon etc.)

Ajo- | Organosulfide
Sébila- | Antraquinona

Uvas rojas- || Flavonoides
Vinos maduros
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Particularmente la clorofila y sus sales las clorofilinas, han sido
identificadas como potentes antimutdgenos y anticancerigenos en diferentes
sistemas, observandose inclusive un mayor potencial comparado con otros
componentes que presentan la misma actividad (Lai et al., 1980; Ong et al.,
1986; 1989; Whong et al., 1988; Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2001).

Hoy en dia, las clorofilinas y particularmente la cupri-sddica (CFL) son
ampliamente estudiadas con los siguientes objetivos: 1) establecer sus posibles
mecanismos de proteccion y con ello deducir los mecanismos de dafio de
algunos agentes quimicos (Neault et al., 1998; Hayashi et al., 1999; Kyung-Joo
et al., 2000), y 2) utilizarlas como prueba en el tratamiento y la prevencién de
diferentes canceres, con la intencién de una posible aplicacion (Breinholt et al.,
1999; Chernomorsky et al., 1999; Peluso et al., 2000).

Hasta el momento los resultados obtenidos con las CFL han sido muy
satisfactorios y tienen una gran aceptacion, tanto que, en el afio 2001, el
“National Institute of Environmental Health Science”, USA, respalddé una
investigacion en la Republica de China, encabezada por los Doctores Kensler,
Groopman y Bailey, en la cual se esta probando la CFL en personas voluntarias
expuestas de manera natural en su dieta a concentraciones elevadas de
aflatoxina B1. Algunas de las observaciones realizadas en este estudio, indican
gue en las personas tratadas con CFL se reduce al menos el 20 % de la
induccion de dafio al ADN, aunado a la reduccion del riesgo de desarrollar
hepatocarcinomas (Bailey, 1998; Egner et al., 2000; 2001; 2003). Este mismo
grupo de investigadores esta realizando pruebas preclinicas con lineas
celulares tumorales, para conocer los mecanismos por los que la CFL suprime
el cancer y determinar las posibles condiciones del tratamiento en humanos
(Blum et al.,, 2001; Diaz et al.,, 2003). Estos resultados generan grandes
expectativas para la prevencion y el tratamiento de enfermedades relacionadas
con dafio al ADN, como algunos tipos de cancer, mediante el uso de sustancias

con propiedades antimutagenas y anticarcindégenas.
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1.1. Modulacion y proteccién de dafio genotoxico

La modulacion y proteccion de dafio genotoxico son temas que siempre han
llamado la atencién, sin embargo, no es sino hasta la década de los noventas
cuando inicia el mayor auge de su estudio. En las primeras pruebas, las
sustancias que se analizaron resultaron ser toxicas, por lo que fueron dejadas
de lado. Tiempo después, Phillips (1975) publica un estudio epidemiolégico en
el que concluye que el estilo de vida y los habitos alimenticios juegan un papel
importante en el riesgo de desarrollar cancer. Con base en sus hallazgos, se
planted la posibilidad de que los constituyentes de la dieta, particularmente la
vegetariana, contienen sustancias que de alguna manera controlan o protegen
a los organismos de los efectos de algunos agentes inductores de cancer.

A partir del analisis de Phillips varios investigadores reiniciaron los
estudios sobre la modulacién y proteccion del dafio contra diversos mutagenos.
En estos trabajos probaron preferentemente extractos de frutas y vegetales,
observando que ambos tipos de extractos tienen gran actividad antimutagena
(Kada et al., 1978; 1984; Morita et al., 1978; Terwel y Van der Hoeven, 1985).

Estudios posteriores permitieron discriminar entre los componentes que
presentaban una mayor actividad antimutagena y se encontré que pigmentos
como los beta-carotenos y la clorofila, asi como las vitaminas A, C, D y E eran
los que les conferian esta propiedad a las frutas y a los vegetales (Lai, 1979; Lai
et al.,, 1980; Whong et al.,, 1988; Ong et al., 1989; Gentile y Gentile, 1991).

De todos estos componentes la clorofila es la mas abundante en las

plantas verdes (figura 2).
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Figura 2. Proporcion de componentes en los vegetales verdes.

Actualmente, la lista de los componentes de la dieta con propiedades
antimutagenas y anticancerigenas, se ha incrementado considerablemente, de
tal suerte que ya se han descrito alrededor de 500 agentes con este potencial, y
con base a esos resultados se han podido plantear algunos mecanismos de
proteccion como: a) Bioantimutagénesis, b) Desmutagénesis, c) Inactivacion
de enzimas, d) Prevencibn de la formacibn de sustancias activadas
metabdlicamente, e) Formacion de complejos o captura, mediante la formacion
de enlaces con el mutdgeno o la adsorcion f) Antioxidacién y captura de
radicales libres. (Ferguson, 1994; Lee y Park, 2003). En el cuadro 2 se
muestran algunas de las sustancias que componen la dieta y que han
presentado propiedades antimutagenas y anticancerigenas, asi como el
mecanismo de proteccion propuesto y el 6rgano blanco (Ferguson, 1994; Lee y
Park, 2003).
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Cuadro 2. Descripcidon del posible mecanismo de accién de agentes antimutagenos y
anticancerigenos que se encuentran en la dieta (Lee y Park, 2003 actualizada).

Agente
Quimiopreventivo

Descripcion de posible mecanismo
de accion

Organo blanco

-Beta-carotenos:

-Vitamina A:

-Vitamina E:

-Vitamina C:

-Carbinol-3-Indol:

-Capsacian:

-Organosulfito:

-Antraquinona:

-2(3)-ter-butil-4-
hidroxianisol:

-Fibras vegetales:

-Clorofilina:

-Vainillina:

-Antioxidante (Desactivacion del
carcin6geno)

-Antioxidante (Induccién de la
diferenciacion en la apoptosis)

-Antioxidante (Inhibe dafio oxidativo
ADN)

-Antioxidante (Inhibicion de la
formacion del carcindgeno)

-Antioxidante (Inductor de las enzimas
del citocromo P-450)

-Desactiva carcin6genos en apoptosis

-Inhibicién del citocromo P-450
(Inductor de enzimas de la fase II)

-Antigenotoxico en apoptosis

-Inductor de enzimas del citocromo P-
450

-Capturador de mutagenos

-Capturador de mutagenos y radicales
libres

-Repara y suprime mutaciones (un
“verdadero” antimutageno)

-Pulman, piel, pancreas

-Pulman, piel

-Pulmadn, higado, piel

-Estomago, pancreas

-Flora estomacal, higado,
pulmén, tejido mamario

-Piel, estomago

-Piel, colon

-Estomago, colon,
higado

-Higado, glandula
mamaria, estomago

-Estomago

-Pancreas, higado,
estomago

-Células de médula 6sea
y linfocitos
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En un estudio hecho en el hospital de Turin se analizaron 162 pacientes
con cancer de bazo y 104 individuos testigo, a los cuales se les evalud la
presencia de aductos en el ADN. Durante el estudio se observé que en los
pacientes con cancer que ingirieron diferentes porciones de frutas y vegetales
se disminuia la formacion de los aductos, de ahi que se planteara la posibilidad
de que este tipo de dieta es capaz de proteger contra la induccion de cancer en
el bazo (Peluso et al., 2000). Estas observaciones generan grandes
expectativas para la prevencion y el tratamiento de enfermedades relacionadas
con dafio al ADN. Sin embargo, pese a estos resultados las perspectivas para
su aplicacion aun son limitadas. Si bien se estan estudiando los mecanismos de
proteccion que ejercen estos agentes, es necesario conocer el proceso en el
cual es més conveniente administrar el agente y obtener una mayor eficacia
(Lee y Park, 2003).

El impacto que el estudio de la antimutagénesis y la anticarcinogénesis
tiene en la prevencion y el tratamiento de las enfermedades humanas ha
generado que se desarrollen diferentes eventos internacionales para discutir los
principales resultados y avances en el area. Entre estos se encuentra la
“International Conference on Mechanisms of Antimutagenesis and
Anticarcinogenesis”, que se celebra cada tres afios, en la cual se ha llegado a
las siguientes conclusiones en cuanto al uso de sustancias moduladoras o

protectoras del dafio al ADN (Lohman et al., 2001; Surh y Ferguson, 2003):

1) El uso de antimutagenos y anticarcinbgenos en los humanos, puede
ser uno de los procedimientos mas efectivos para prevenir el cancer y las

enfermedades genéticas.

2) No se debe descartar la posibilidad de que el dafio puede ser
incrementado por el agente protector o modulador.
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3) El principal efecto de estos antimutadgenos es sobre mutagenos
comunes de exposicion cotidiana y diaria, lo cual resulta ain de mayor

importancia.

Como se puede observar, la posibilidad de emplear sustancias que
pudieran contrarrestar los efectos causados por agentes genotdxicos y
cancerigenos, abre un campo de investigacion muy importante, y dados los
resultados y datos que se tienen hasta el momento, la aplicacion en humanos
es ya casi una realidad, sin embargo es necesario continuar este tipo de
estudios para plantear los mecanismos por los cuales se puede proteger o
modular el dafio al ADN.

1.2. Clorofilina

La clorofila es el pigmento natural que le da el color verde a los vegetales. Fue
aislada en 1817 por los quimicos Pelletier y Caventou de Francia, quienes la
separaron por primera vez y la llamaron clorofila, nombre derivado del adjetivo
griego jlords y el sustantivo fyllon, que significa “verde de hoja”.

La molécula de clorofila (figura 3a) posee una gran similitud con la de
hemoporfirina de la sangre (figura 3c). La clorofila es poco estable y poco
soluble en el agua, por lo que se ha preferido trabajar con sus sales
(clorofilinas) con mejores resultados (Kephart, 1955; Sarkar et al., 1994a y b).

Las clorofilinas se obtienen por el método de Schertz y Toepher,
mediante la hidrolisis alcalina de la clorofila, en la cual se sustituye el radical fitil
y alquil de los grupos carbometoxil. El magnesio del nucleo de la clorofila es
inestable, por lo que es reemplazado por otro metal que le confiere estabilidad a
la molécula. La introduccién del tipo de metal depende del pH del medio en el

cual se lleve a cabo la reaccion (Kephart, 1955; Sarkar et al., 1994a).
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Figura 3. Estructura quimica de la clorofila (a), de la clorofilina cupri-sédica (b) y de la
hemoporfirina (c).
De todas las sales de la clorofila, la mas empleada terapéuticamente y

en la investigacion es la CFL, cuya estructura quimica esta conformada por un
anillo tetrapirrélico con puentes dobles conjugados y cobre en el centro (figura
3b). Su formula quimica es CssH31Nas;CuOg. La CFL es una sustancia
microcristalina verde-azul oscura que produce el efecto Tyndall en solucion
acuosa, tiene una banda de absorcidén caracteristica entre 630 a 688 nm, y es
muy soluble en agua y alcohol (Kephart, 1955; Oster et al., 1964; Newmark et
al., 1987). Se ha observado que el origen, el grado de purificacion y la forma de

extraccion juegan un papel importante en su actividad (Dashwood, 1997).

1.2.1. Principales usos

El primer uso reconocido de la clorofila en la industria fue dado por Becquerel
en 1874, como sensibilizador en fotografia por sus propiedades fotoquimicas. A
partir de esa fecha, a la clorofila y sus sales se les han dado muchos y variados
usos (cuadro 3) (Kephart, 1955; Ghosh et al., 1992).

1.2.2. Aplicaciones terapéuticas

Dada la semejanza estructural quimica de la CFL con el pigmento de la sangre
(hemoporfirina) (figura 3), las primeras aplicaciones estuvieron encaminadas
hacia el tratamiento de la anemia. En un estudio realizado en conejos anémicos
por el Dr. Burgi (1932), observé que cuando se les administraba CFL, estos
eran capaces de regenerar sus células sanguineas. Posteriormente, se
realizaron estudios con pacientes anémicos y al administrar la CFL por via oral,
se incrementaba la hemoglobina y los eritrocitos en la sangre. A partir de estos
datos, se planted que el cuerpo humano puede emplear sustancias pirrélicas
preformadas para la construccion de la hemoglobina (Berlinson, 1969). En la

10
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actualidad la CFL aun se vende en tiendas naturistas como complemento

alimenticio para el tratamiento de la anemia.

Cuadro 3. Principales usos descritos para la CFL.

uso

DESCRIPCION

EJEMPLOS

-En los alimentos

Colorante de dulces, chicles, sopas,
gelatinas etc., asi como de vegetales
frescos verdes para mejorar la
apariencia.

-En los cosmeéticos

Colorante en perfumes, lociones,
jabones, pastas dentales, etc.

-En la conservacion
de alimentos

Dentro de las bolsas ya que absorbe
el oxigeno y otros gases.

- En la agricultura

Se le usa en el cultivo de las plantas,
por ser un buen transportador de
micronutrientes, como el cobalto,
zinc manganeso, hierro y molibdeno.

-Agente catalitico

En la oxidacion de compuestos
organicos.

- Protector solar

En cremas, lociones y pomadas, por
su capacidad de absorber la
radiacion dafiina del sol y por lo tanto
proteger a la piel.

-Agente desodorante

Reduce y elimina el olor producido
por los cambios metabdlicos de los
alimentos, las bebidas y el cigarro
(bencil mercaptano, acido tioglicético
y trimetilamina).

El Dr. Burgi, también estudi6 a la CFL en el tratamiento de la

hipertension, en

1932 publicé un libro

11
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“Chlorophyll
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Pharmaceutical’. A pacientes hipertensos se les traté con CFL por via oral por
un tiempo de dos a seis semanas y se observd que la presion se normalizaba.
Por su lado, Nagase (1986) inspirado en estos resultados administr6 CFL por
via intravenosa o intraperitoneal a ratas y detecté un incremento en el flujo
sanguineo gastrico dado bajo condiciones isquémicas, sin la participacion del
sistema nervioso autbnomo (Kephart, 1955; Nagase, 1986). También se ha
observado que la administracion de la CFL tiene una débil o casi nula actividad
hemolitica y que aceleran la coagulacion de la sangre, asi como el proceso de
cicatrizacion (Krasnikova, 1974; Kojima, 1978).

Aunado a lo anterior, a la CFL se le han descrito propiedades
antinflamatorias, ya que inhibe las reacciones alérgicas (Nagai et al., 1983), por
lo que la CFL ha sido utilizada en el tratamiento de heridas y quemaduras de la
piel con buenos resultados, de hecho algunas pomadas la contienen. De igual
manera, se ha observado que la CFL disminuye el olor putrido en las
infecciones, esto debido a que produce un ambiente desfavorable para el
crecimiento de las bacterias y de los hongos, es por esta razén que ha sido
considerada como un agente bacteriostatico y funguicida (Nakeeb y Yousef,
1974). También se ha usado con éxito en el tratamiento de infecciones
supurativas como la gingivitis severa (piorrea) y las ulceras en general
(Krasnikova, 1973; Murakami et al., 1979).

A la clorofila y CFL se les ha propuesto para el tratamiento clinico de la
pancreatitis, ya que su administracion en pacientes con esta enfermedad
disminuye el dolor abdominal, las nauseas y el vomito, ademas de que los
niveles de amilasa en la orina se reducen hasta los valores normales (Oda et
al., 1971), y dadas sus propiedades desodorantes y laxantes se les utiliza
eficientemente en los cuidados generales de los pacientes geriatricos (Young y
Beregi, 1980). Otra de las propiedades de la CFL es que aumenta la oxidacién
de las grasas de la dieta. En estudios realizados con ratas se observo que la

administracion combinada de aceite de maiz y CFL, disminuia la absorcion del

12
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colesterol en el intestino, por lo que también se ha propuesto su uso en el
control de peso (Tsuji et al., 1978; Ebihara y Shuhachi, 1982; Cho, 1984). De
igual manera, se ha observado que la CFL presenta capacidad de protecciéon
contra la peroxidacion lipidica en los microsomas y mitocondrias relacionadas
con el envejecimiento, la arteriosclerosis y el dafio hepatico entre otras (Sato et
al., 1984).

Como se puede observar a la clorofila y sus sales se les han atribuido
una gran cantidad de propiedades terapéuticas practicamente desde su
descubrimiento. Sin embargo, lo que ha llamado la atencion recientemente son
sus propiedades antimutdgenas y anticarcinégenas, ya que éstas estan
relacionadas con su posible aplicacion en el tratamiento de algunos tipos de

cancer.

1.2.3. Efectos antigenotdxicos y anticancerigenos

La actividad antimutagénica de la clorofila y CFL se ha probado con éxito en
diferentes sistemas, desde el ensayo de Ames con Salmonella hasta lineas
celulares de mamiferos (cuadro 4).

A partir de los estudios en los que se ha demostrado que la clorofila
cuando es ingerida por los humanos en su dieta (vegetales verdes) es
transformada en feofitina, pirofeofitina y feoforbida, las cuales presentan una
actividad antitumorigena y antimutagena contra compuestos como el 3-
metilclorantreno, se ha sugerido que los derivados de la clorofila pueden jugar
un papel importante en la prevencion del cancer (Chernomosky et al., 1999).
Otros resultados que apoyan esta idea son los obtenidos por Sato et al., (1977 y
1986), quienes describen las propiedades antioxidantes de la CFL, al observar
gue bloquea la peroxidacién lipidica en homogenados de higado de rata, asi
como la produccién de oxido nitrico en cultivos celulares RAW 264.7 (Cho et al.,
2000).

13
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Cuadro 4. Actividad antimutagena de la clorofilay CFL (basada en Sarkar et al., 1994b).

AGENT
E

SISTEMA DE PRUEBA

AGENTE INDUCTOR DE
DANO (EFECTO)

REFERENCIA

CFL

S. typhimurium

Benzo[a]pyreno(+)
y otros carcinogenos(+)

Arimoto et al., 19802

S. typhimurium/sistema
microsémico S9 de higado
de rata

Productos de pirolisis de
aminoacidos(+)

Arimoto et al., 1980°

Células V59 de hamster
Chino

Benzo[a] pirenos (+)

Katoh et. al., 1983

S. typhimurium

Mezclas complejas de la
dieta y ambientales(+)

Ong et al., 1986

S. typhimurium

Aflatoxin B; (AFB,)

Whong et al., 1988

S. typhimurium/ensayo de
microsomas

Mezcla de complejos
mutagénicos(+)

Ong et al., 1989

Ensayo de Salmonella
resistente a arabinosa

MNNG. AFB; B[a, P, 2AA
(+)

Warner et al., 1991

Salmonella/activacion de
higado de trucha

AFB; y 2 aminas
heterociclicas(+)

Dashwood et al.,
1991

Pruebas de mutagenicidad
en Salmonella

2-amino-3-metilimidazol[4,5-
f]- quinolina (+)

Dashwood y Liew,
1992

Drosophila

Oxido de Cromo (VI) (+)

Olvera et al., 1993

S. typhimurium
(TA1535/pSK 1002)

3-amino-1,4-dimetil-5H-
pirido[4,3-b]indol (+) y
Mitomicina C (+)

Okai et al., 1996

Fibroblastos celulares
BALB/c3T3

12-O-tetradecanoil-forbol-
13-acetato

Okai et al., 1996

Clorofila
+ CFL-
Cu-Na

S. typhimurium

3 metilclorantreno y B[a]P

(+)

Lai, 1979; Lai et al.,
1980

Salmonella/pruebas de
reversion de genes

microsomicos

Carcindgenos de accién
directa e indirecta

Kimm et al., 1982
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S. typhimurium TA98 y Trp-P-2(+) Negishi et al., 1989
Drosophila sp

En estudios in vivo realizados en salmones, se ha observado que la CFL
es capaz de disminuir la hepatocarcinogenicidad inducida por las aflatoxinas B1
y B2 (Breinholt et al., 1999; Hayashi et al., 1999). De igual manera cuando la
CFL se administré a ratas en las que se indujo desarrollo de cancer de colon,
esta inhibid el crecimiento del tumor (Blum et al., 2001).

Por otra parte, debido a que uno de los problemas mas graves del uso de
sustancias antineoplasicas es lo agresivo del tratamiento y las reacciones
secundarias, se ha sugerido el uso de la CFL en combinacién con estos
tratamientos, para disminuir la induccién del dafio al ADN provocado por el
agente antineoplasico, tal es el caso de la ciclofosfamida, la cual ha mostrado
menores efectos genotdxicos y por lo tanto tdéxicos en los organismos, sin
alterar el efecto antineoplasico cuando se administra con CFL (Te et al., 1997,
Gentile et al., 1998).

Otros de los efectos protectores del dafio genotéxico de la CFL se
muestran en el cuadro 5, como lo son su capacidad para proteger del dafio
causado por agentes clastégenos y aneuploidégenos, asi como del dafio
inducido por la radiacion. Con respecto a la radioproteccion, existen datos en
los que la administracion de 200 mg/kg de peso corporal de CFL, no disminuye
la frecuencia de MN inducidos por 1.0 Gy de radiacion gamma (Morales-
Ramirez et al., 1996).

1.2.4. Mecanismos de proteccién de dafio genotéxico
Se ha propuesto que la CFL protege al ADN de los efectos genotoxicos
mediante la inhibiciébn de la funcidon enzimatica del sistema de activacion

metabolica. Esta propuesta se basa en que la CFL inhibe el deterioro de las
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funciones microsomicas hepaticas, las cuales forman parte del sistema

metabolico de drogas o de xenotoxinas (Sato et al., 1984; Imai et al., 1986).

Cuadro 5. Efectos de proteccién de la clorofilina (basada en Sarkar et al., 1994b)

EFECTO DEL SISTEMA DE AGENTE REFERENCIA
AGENTE PRUEBA
A. Efectos Células de ovario Tiotepa (+) Renner, 1990
anticlastogénicos (hamster)
Médula 6sea de Nicotina (+) Senetal., 1991
ratén Cloruro de cobalto (+) Palit et al., 1991
Cloruro de cesio (+) Ghosh et al., 1991a

Cloruro de mercurio (+) Ghosh et al., 1991b
Oxido de cromo (VI) (+) Sarkar et al., 1993

Clordano (-) Sarkar et al., 1993
Sangre periférica | Oxido de cromo (VI) (+) | Garcia-Rodriguez et al.,
de raton 2001
B. Efecto Saccharomyces nocodazol (+) Verma et al., 1996
antianeuplogénico | cerevisiae D61.M
C. Efectos Drosophila Radiacién gamma Zimmering et al., 1990
radioprotectores Pimentel et al., 1999
Médula 6sea de Radiacion gamma Morales-Ramirez y
ratén Garcia-Rodriguez, 1994
Espermatogonias Radiacion gamma Morales-Ramirez-
de raton Mendiola-Cruz, 1995

De igual manera se ha sugerido que la clorofila y la CFL interactian
directamente con el mutageno y forman complejos, lo que se traduce en una
inactivacion de estos agentes inductores de dafio (Lai, 1979; Lai et al., 1980;
Breinholt et al., 1999; Chernomorsky et al., 1999; Hayashi et al., 1999). Estudios
realizados con espectrofotometria muestran que la CFL forma compuestos
moleculares no covalentes con aminas heterociclicas, con lo cual la CFL limita
la biohabilidad de carcinégenos y mutagenos (Dashwood y Guo, 1992; 1993).

La CFL también impide la formaciéon de enlaces covalentes de los
agentes mutagenos con el ADN, ademas de que disminuye la absorcién de los

mutagenos en el intestino y aumenta su eliminacion por orina y bilis, por lo que

16



Garcia Rodriguez, M. C.

la CFL in vivo puede actuar también como desmutageno e interceptor de
moléculas (Dashwood et al., 1991; Dashwood y Liew, 1992; Amara-Mokrane, et
al., 1996; Peluso et al., 2000).

Tomando en consideracion algunas de las caracteristicas fisico-quimicas
de la CFL, como son su alto grado de resonancia y deslocalizacion de
electrones, se ha planteado que la CFL captura radicales libres (Simic, 1988;
Arimoto et al.,, 1993). Hadnagy y Seemayer (1988), obtuvieron las primeras
evidencias directas de que la CFL inactiva radicales libres (entre ellos las
especies reactivas de oxigeno). Estas observaciones apoyan la idea de que uno
de los mecanismos de radioproteccion que posee la CFL es la captura de estos
radicales (Kimm et al.,, 1982; Robins y Nelson, 1989; Bronzetti et al., 1990;
Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez, 1994).

También se ha observado que la CFL protege del dafio causado por
agentes clastdgenos y aneuploidégenos (Renner, 1990; Sarkar et al., 1993;
Verma et al., 1996; Garcia-Rodriguez et al., 2001) y que la protecciéon de la CFL
es mas efectiva claramente hacia mutadgenos de accion indirecta que los de
accion directa (Kimm et al., 1982; Terwell y Van der Hoeven, 1985;
Chernomorsky et al., 1999; Blum et al., 2001).

1.2.5. Toxicidad
En estudios realizados especificamente para determinar los posibles efectos
toxicos de la CFL se observd que al ser administrada por via oral (v.0),
intraperitoneal (i.p.), intravenosa (i.v.), intramuscular (i.m.) y subcutanea (s.c.),
durante varios dias a conejos, perros y humanos no producia efectos toxicos
colaterales (Kephart, 1955).

Harrison et al., (1954), administraron CFL en la dieta de ratas a lo largo
de toda su vida en una proporcion equivalente al 3% de su consumo diario y no

encontraron signos de toxicidad, ademas de que las tasas de crecimiento,
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supervivencia y fertilidad no se vieron afectadas. Cuando realizaron la
necropsia a estos animales no se detectaron cambios patologicos en el higado,
rifidn y bazo, ni se encontraron efectos tdxicos causados por el cobre de la
molécula de la CFL. En el cuadro 6 se resume la LDsy (mg/kg de peso corporal)
para la CFL en diferentes animales.

En los tratamientos terapéuticos en los cuales se ha administrado CFL
en humanos, como ha sido el caso de pacientes geriatricos (100 mg), pacientes
con pancreatitis (0.35 mg), pacientes hipertensos (0.8 a 1.5 g) y pacientes
anémicos (700 mg), no se han observado efectos toxicos secundarios, ni se han
desencadenado reacciones antigénicas (Oda et al., 1971; Young y Beregqi,
1980; Ghosh et al., 1992).

Cuadro 6. LDsg para diferentes animales (FAO/WHO, 1974).

AGENTE SISTEMA DE VIA DE LDso (mg/kg de
PRUEBA ADMINISTRACION | peso corporal)
intravenosa >400
CFL-Cu-Na Raton intramuscular >500
intraperitoneal >1000
intravenosa >250
Rata intramuscular >250
intraperitoneal >1000
intravenosa >200
Conejo intramuscular >60
intraperitoneal >500
Gato intraperitoneal >60
intravenosa >200
Perro intramuscular >50
intraperitoneal >200
intravenosa >10
Cerdo intramuscular >20
intraperitoneal >50
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De igual manera, en otros estudios realizados en diferentes sistemas de
prueba, se ha concluido que la CFL no produce efectos citotdxicos ni
genotoxicos (Lai, 1979; Kimm et al., 1982; Ong et al., 1986; 1989; Negishi et al.,
1989; Warner et al., 1991; Morales-Ramirez y Garcia-Rodriguez, 1994;
Morales-Ramirez y Mendiola-Cruz, 1995).

Sin embargo, cabe mencionar que aunque se ha observado que la CFL
no presenta efectos clastogenos cuando es administrada en ratones a dosis de
0.77 al.5 mg/kg de peso corporal (Sen et al., 1991), a dosis mayores de 3
mg/kg de peso corporal induce de manera marginal dafio genotéxico (Sarkar et
al., 1993; 1996). De igual manera Romert et al., (1992), observaron que aunque
la administracion de altas concentraciones de CFL reduce la mutagenicidad de
las nitrosaminas, N-nitrosonornicotina y del 4-(N-metil-N-nitrosamina)-1-
(3piridinil)-2-butanona, la CFL en bajas concentraciones puede potenciar al
doble la mutagenicidad de estos compuestos en el ensayo de Salmonella, por lo
gue se ha sugerido que la CFL actlia potenciando o inhibiendo el dafio.

En un estudio reciente, realizado en nuestro laboratorio con ratones
hembras prefiadas, se observé que el tratamiento i.p. con 100 mg/kg de CFL en
el dia 8 de gestacion, induce pérdida total de las camadas. Este efecto se
presenté de forma dosis-dependiente, ademas de que los sitios de implante en
el atero eran marcados como “anillos verdes”. A partir de estos resultados se
puede inferir que la CFL es capaz de llegar al sitio en donde se esta llevando
acabo el desarrollo embrionario y fetal. Asi mismo la inyeccién de CFL indujo la
formacion de malformaciones externas y esqueléticas de manera marginal, y
debido a que las sustancias identificadas como agentes teratdgenos son
aguellas que incrementan claramente el nUmero de alteraciones, se planteé que

la embrioletalidad y las alteraciones del desarrollo observadas con los
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tratamientos de 40 y 50 mg/kg de CFL, son debidas a un efecto toxico mas que
teratdgeno (Garcia-Rodriguez et al., 2002).

Como se ha descrito la CFL es capaz de proteger del dafio al ADN y
dado que practicamente no tiene efectos toxicos, resulta interesante estudiar si
las dosis de CFL que no son toxicas para las hembras prefiadas ni para sus
crias, son capaces de proteger del dafio genotoxico durante la gestacion,
evaluando tanto a los organismos adultos, como a los fetos. Estos estudios
parten del hecho de que algunos mecanismos de induccién de dafio genotoxico

han sido descritos también como inductores de dafio teratdgeno.

1.3. Proteccion de agentes teratdgenos

Como ya se describig, en la actualidad se desarrolla intensamente la busqueda
y el estudio de sustancias que pudieran contrarrestar los efectos causados por
agentes mutadgenos y cancerigenos, asi como determinar los mecanismos de
proteccion (Ferguson, 1994; Surh y Ferguson, 2003). Aunado a esto, se han
iniciado otras lineas de investigacion dirigidas a evaluar si la proteccion que
ejercen los agentes antigenotoxicos también se observan durante la gestacion
tanto en las madres como en las crias, ademas de estudiar la posible proteccién
de la induccién del dafio teratégeno. Para ello se utilizan agentes que tienen
propiedades genotoxicas y teratdgenas, y que sus mecanismos de induccion de
dafio son similares (Eriksson y Borg, 1991; Nosel y Klein, 1992; Desesso et al.,
1994).

Los primeros trabajos en los cuales se estudié la posible proteccion del
dafio teratdgeno se realizaron en la década de los sesentas, pero los agentes
gue se probaron resultaron ser muy toxicos. Cuando resurgieron con éxito los
trabajos de proteccibn y modulacion de dafio genotdxico, algunos
investigadores retomaron los estudios de proteccion en el desarrollo

embrionario y fetal, para lo cual consideraron aquellas alteraciones de las que
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se habian descrito mecanismos similares de induccion de dafio teratégeno y
genotoxico, con el fin de probar las mismas sustancias descritas como
protectoras de dafio genotdxico (Friber, 1986; Vogel y Spielmann, 1989; Pillans
et al., 1990).

Por su parte Eriksson y Borg (1991), describieron a partir de los
resultados obtenidos en un estudio in vitro, que las alteraciones del desarrollo
pueden disminuir en el tejido embrionario, si este es capaz de capturar
radicales libres. A partir de estas observaciones Desesso et al (1994), probaron
el D-mannitol (un capturador especifico de radicales libres de hidroxil), en
conejos y observaron gque reducia la toxicidad inducida por hidroxiurea durante
el desarrollo embrionario.

En otros estudios se ha observado que cuando se les administra a los
embriones (in vivo e in vitro) metionina, se disminuye el efecto embriotdxico
causado por el valproato de sodio, asi como los defectos del cierre del tubo
neural que induce este compuesto en las crias (Nosel y Klein, 1992).

Como se puede observar, la posibilidad de emplear sustancias que
pudieran contrarrestar los efectos dafinos causados durante el desarrollo, abre
un campo de investigacion hasta el momento poco explorado. Considerados los
resultados y datos que se tienen hasta el momento es posible iniciar este tipo
de estudios, asi como el tratar de entender los mecanismos por los cuales se

pueden proteger o modular de las alteraciones reproductivas.

1.4. Agentes genotdxicos y teratdbgenos

Se ha descrito que el dafio genotdxico puede ser indicativo indirectamente de
riesgo carcinogénico o teratogénico, ya que pueden estar implicados los
mismos mecanismos. Los mecanismos de induccién de dafio genotéxico han
sido ampliamente descritos y aunque los mecanismos del dafio teratbgeno son

mas complejos, se ha propuesto que bajo determinadas condiciones se puede

21



Efecto de la clorofilina sobre el dafio genotoxico y teratégeno del Cr (VI)

correlacionar el dafio genotoxico y teratdgeno, lo que resulta ser una hipétesis
de gran interés (Kram, 1982; Novotna y Jelinek., 1990; Giavini et al., 1990;
Zemlickis et al., 1993).

1.4.1. Metales pesados (cromo)
Los metales pesados, son agentes quimicos que han sido identificados como
inductores tanto de dafio genotdxico como teratégeno. El grado de dafio de los
metales depende principalmente de sus propiedades quimicas, de su estado de
oxidacion y de su solubilidad (Vouk, 1986; Newman e Intosh, 1991).
Particularmente, los compuestos del cromo (Cr), son sustancias que han
sido ampliamente estudiadas, debido a que forman parte de una gran variedad
de compuestos utilizados en la industria, pero también por la asociacion que
tienen con la induccién de cancer y de alteraciones en recién nacidos (IARC,
1990; Hartwig, 1995).

1.4.1.1. Generalidades y principales usos del cromo

El Cr esta de manera ubicua en el ambiente y es muy comun encontrarlo
en el suelo, en las rocas y en los organismos vivos. Presenta estados de
oxidacion que van de Cr (2-) a Cr (6+). Se le encuentra principalmente en las
formas trivalente (Cr (lll)) y hexavalente (Cr (VI)), esta ultima es producida
principalmente por fuentes antropogénicas, rara vez se le encuentra de manera
natural en el ambiente. Al Cr y sus compuestos se les emplea en diversas

industrias, en la figura 4 se muestran algunos de sus principales usos.
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ROMo

-Chapeado metalico
-Materiales refractarios
-Curtido de pieles
-Soldadura
-Imprenta
-Manufactura de
pigmentos

-Pinturas
-Fertilizantes
-Detergentes
-Fotografia
-Porcelanizacion etc.

Figua 4. Principales usos de los compuestos de cromo (P.H.S., 2000).

El Cr(1ll) es un micronutriente esencial, ya que juega un papel importante
en el metabolismo de proteinas, azlcares y grasas potenciando la accion de la
insulina (Anderson, 1981; CDPC, 1992), por lo que es muy comun encontrarlo
en suplementos dietéticos.
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Se ha estimado que la exposicion a elevadas concentraciones de Cr,
induce severos dafios en la salud, los cuales van desde toxicidad
(nefrotoxicidad, hepatotoxicidad, cardiotoxicidad, genotoxicidad) hasta la
induccion de carcinomas que pueden ocasionar la muerte. De igual manera, se
ha observado una mayor ocurrencia de malformaciones en los recién nacidos
de madres que estan ocupacional o accidentalmente expuestas a este metal
(Trivedi et al., 1989; IARC, 1990; Liu y Dixon, 1996; P.H.S., 2000).

En nuestro pais esta documentado un caso de toxicidad por exposicion a
compuestos de Cr, que es el caso de “Cromatos de Meéxico”. En 1958 se
establecio en San Francisco Chilpan, municipio de Tultitlan, Estado de México,
una empresa procesadora de cromita para obtener cromato de sodio y potasio,
los procesos se llevaban a cabo a cielo abierto, no se tenia control de las
emisiones de polvos ni de las aguas residuales, por lo que los desechos sélidos
se acumulaban en los patios de la empresa. Estos desechos se emplearon
durante varios afios por las autoridades municipales para el relleno de las calles
de dicha zona. En 1977 se reportaron casos de obreros con; Séptum nasal
perforado, hipertrofia de cornetes, mucosa nasal hiperémica, irritacion
conjuntival, dermatosis y cancer. En cuanto a los recién nacidos hubo un
incremento en las alteraciones. Al hacerles el analisis de sangre y pelo a
quienes presentaban estos efectos, se encontraron concentraciones de cromo
por arriba de los intervalos establecidos (Ortiz-Monasterio et al., 1987).

Desgraciadamente, no se esta expuesto a estos compuestos Unicamente
de manera ocupacional, ya que las emisiones automovilisticas y el consumo de
cigarros son también una fuente importante a su exposicion. Se han encontrado
0 concentraciones de entre 0.24 a 6.3 mg Cr/kg en los cigarros producidos en
los Estados Unidos (IARC, 1990; P.H.S., 2000).

Los efectos bioldgicos de exposicion al Cr estan asociados con la forma
en la cual se encuentra el compuesto. Las formas metélicas y trivalentes al

parecer no inducen efectos téxicos directos, debido a que estas formas no son
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capaces de atravesar la membrana celular in vivo (Norseth, 1981; Arslan et al.,
1987; Liu y Dixon, 1996; De Flora, 2000; P.H.S., 2000; O"Brien et al., 2003). Sin
embargo, se ha demostrado que los compuestos del Cr (VI) si son capaces de
atravesar la membrana celular in vivo y producir dafio al ADN. Diversos
estudios han documentado el dafio genotoxico de los compuestos del Cr (VI),
mediante el incremento de la frecuencia de aberraciones cromosémicas (AC),
de microndcleos (MN) y de mutaciones puntuales. También se ha observado
induccion de Intercambios de Cromatidas Hermanas (ICH) y de transformacion
celular, asi como de alteraciones en el ciclo de duplicacion del ADN. Cabe
mencionar que algunas de estas pruebas fueron evaluadas durante el
desarrollo embrionario y fetal, por lo que se plante6 que el Cr (VI) tiene la
habilidad de atravesar la placenta (EPA, 1984a; De Flora et al., 1990; IARC,
1990; De Flora, 2000; P.H.S., 2000; O Brien et al., 2003).

Particularmente se ha descrito que el trioxido de cromo (CrOj3) es uno de
los compuestos de Cr (VI) con mayor peligrosidad, ya que es capaz de inducir
rompimientos de cadena sencilla y doble del ADN ademéas que se ha
confirmado su actividad como inductor de cancer (Royle, H., 1975; Sarto et al.,
1982; Singh et al., 1998; Danadevi et al., 2004).

En el cuadro 7 se muestran algunos de los principales efectos del Cr (VI)
evaluados en diferentes sistemas de prueba tanto in vivo como in vitro. De igual
manera en el cuadro 8 se muestran algunas de las alteraciones observadas,
cuando los organismos han sido expuestos durante su desarrollo embrionario y

fetal a los compuestos de Cr (VI).
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Compuesto Sistema de Dosis Resultados Referencia
estudiado prueba
K>CrO,4 Medula 6sea de | 30, 40, 50 clastogenicidad Trivedi et al., 1989
ratén in vivo mg/kg
K>Cr,05 Células de 10 > mM Incrementa ICH Bianchi et al., 1980
roedores in vitro
K,Cr,O; [ Células de ratén in 10 uM Inhibe la sintesis de ADN | Nishio y Uyeki,
Vitro 1985
K>Cr,05 Células in vitro 1,10, 100 Inhibe la sintesis del Bianchi et al.,
CrOs pg/mi ADN, induce ICH 1980; Gomez-
CaCrO, Arroyo et al.,1981
K,Cr,07 Ratas in vivo 2.5 mg/kg | Estrés oxidativo y dafio | Bagchi et al., 1997
en los tejidos
K>Cr,0O7 Algas y plantas | 20-10 000 Inhibicién de la Cervantes y
Na,Cr,0O- ug/l fotosintesis y retardo en Moreno, 1999
el crecimiento,
desbalance en la
concentracion de K, P,
Fe, Mg, Ca.
CrO; Vicia faba 0.001, Alteraciones Villagbmez, 1981
0.01, 0.05, cromosémicas, Gomez-Arroyo et
1-3% anormalidades en el al., 1983
huso mitético y MN
CrOs Sangre periférica 20y 25 Induccién de MN Garcia-Rodriguez
de ratén in vivo mg/kg et al., 1998; 2000;
2001
Cuadro 8. Dafio teratégeno de algunos compuestos del Cr (VI).
Compuesto | Sistema de Dosis Resultados Referencia
estudiado prueba
CrOs Hamster 8 mg/kg Paladar hendido, Gale et al., 1979
in vivo reabsorciones
Na,Cr,05 Ratones 10 mg/kg Inhibe la formacién de Danielsson et al.,
in vivo cartilago 1982.
Na,Cr,0O5 Pollos 0.1 pg/mi Inhibe condrogenesis Danielsson et al.,
in vitro 1982
K,Cr,05 Ratones 250,500,1000 Ausencia de sitios de Trivedi et al.,
in vivo ppm implantacion, 1989
malformaciones externas y
esqueléticas
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1.4.1.2. Mecanismos de induccién de dafio

El Cr (VI) es biolégicamente activo, sus mecanismos bioquimicos estan
involucrados en el ciclo redox mediante la produccién de especies reactivas de
oxigeno (EROs). El Cr (VI) pasa facilmente la membrana celular por los canales
de proteinas, en donde, algunos componentes puede ser reducidos
intracelularmente por el peroxido de hidrogeno (H.O-), la glutation reductasa,
los carbohidratos, el acido ascérbico, el citocromo P-450, el aldehido oxidasa
entre otros. El Cr (VI) al ser reducido produce reactivos intermedios como el
Cr(V), Cr(IV) y finalmente Cr(lll) (O Brien et al., 2003). En la figura 5 se ilustran

las interrelaciones entre el metabolismo del Cr (V1) y su posible genotoxicidad.

Citosol Ndcleo
-
4

! Ccrst ————» ValenciaAltaCr

N Oxidacién ADN

I Rompimientos de cadena dobe ADN

2 Cr3Cr5*+ H.O Lesiones abésicas
r o+ Aductos Cr-ADN

Crét ey Crét —> Cr5* ’. 232 WF Monoaductos/ICLs Baselfosf:
l 2e A "1 Radicales

f Carbén-Base %’)\>

Cr3t Cr#* Cr3* |
wr

Ligandos;Bidentatos

Cr3+ .
Cor?plejos ASP, GSH, AA

é r3+

Figura 5. Principales rutas involucradas en las lesiones genéticas causadas por el Cr
(O’Brien et al., 2003 modificada).
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El mecanismo mas importante de activacion de oxigeno por metales de
transicion, involucra la reaccion de Fenton/Haber-Weiss generando un
poderoso radical hidroxil (OH’), que dafia al ADN. En el ciclo de Haber-Weiss
(figura 6), se observa que el Cr (VI) puede catalizar la formacion 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) (Shiy Dalal, 1992).

MAD[P|H oz =
MAD[PIH Oxidaza Sl
H= O | A1)

MAD[P] & T 02

Figura 6. Ciclo de Haber Weiss y la reaccion de Fenton (Shi y Dalal, 1992).

La formacion del radical hidroxil (OH") es particularmente importante,
debido a que durante la fagocitosis los macréfagos por ejemplo generan
grandes cantidades del radical superéxido (O.) en el llamado estallido
respiratorio. Cabe aclarar que el radical (O.;') es relativamente inerte, pero si
algun i6n metélico (como el Cr (VI)) esta presente en el sitio de formacién
pierde su inactividad (Shiy Dalal, 1992).
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El radical hidroxil es genotéxico, ya que desencadena estrés oxidativo
gue dafa los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos, induce rompimientos
de la cadena de ADN y enlaces cruzados, forma sitios apurinicos/apirimidicos y
provoca dafio oxidativo al ADN. Ademas, se ha observado que dependiendo del
sitio intracelular y especialmente de la distancia a molécula del ADN blanco, el
proceso de reduccion puede llevar a la activacion o destoxificacion del Cr (Vega
y Reynaga, 1990; Shiy Dalal, 1992).

1.5. Evaluacion de la genotoxicidad

El término referente a la genotoxicidad fue usado por primera vez para
establecer la relacion entre la induccion de céncer y dafio genético.
Posteriormente, la “Comisidn Internacional para la Protecciéon contra los
Mutadgenos y Carcindgenos Ambientales”, redefinio este término y establecid
gue sOlo sea considerado para aquellos agentes que son capaces de
interaccionar con el ADN. La induccion de dafio genético por exposicion a
agentes genotoxicos es un proceso que se realiza en varias etapas. El agente
xenobidtico ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las
membranas celulares. Una vez dentro de la célula puede ser reactivo por si
mismo (de accidn directa) o bien puede ser activado por enzimas metabolicas
(de accion indirecta). Se da entonces la interaccion con el ADN produciéndose
un dafio que puede ser reparado eficiente o ineficientemente (Ames, 1989).

En términos generales, los ensayos de prueba para la deteccion de dafio
genotdxico se agrupan dependiendo del tipo de alteracidbn 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
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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 y la electroforesis unicelular alcalina
(Hemmink et al., 1994).

c) Aberraciones cromosomicas; que se subdividen a su vez en
estructurales y numeéricas.

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, trisomias y poliploidias;
estos cambios numéricos comunmente ocasionan una falta de equilibrio
genético dréastico, y letalidad en las etapas tempranas del desarrollo,
aunqgue también hay alteraciones numéricas viables.

En ambos casos, un analisis del cariotipo permite detectar este tipo de
dafios (Bender, 1980).

Dentro de las principales pruebas recomendadas para evaluar dafo

genotoxico se encuentran; a) ensayos para evaluar mutaciones (bacterias;

prueba de AMES), b) ensayos in vitro, para evaluar dafio cromosémico (células

de mamifero; frecuencia de AC) y 3) ensayos in vivo (medula 6sea o sangre

periférica; frecuencia de MN) (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000;
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Muller, et al.,, 1999). Las pruebas para evaluar genotoxicidad no solo son
indispensables para evaluar el dafio que puede producir un agente al material
genético, sino también, es una herramienta necesaria para determinar el

mecanismo de accion.

1.5.1. Micronucleos

El ensayo de MN ha sido recomendado como bateria de prueba para la
evaluacion genotoxica 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 “International Agency for Research on Cancer” (IARC). El propésito
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 dafio citogenético asociado con
la frecuencia de AC, evallua el dafio en cromosomas enteros o en fragmentos y
también puede identificar dafio citotoxico (Von Ledebur y Schmid, 1973; Krishna
y Hayashi, 2000).

Los MN son pequefios cuerpos de cromatina que se originan de
fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, que no son incorporados
dentro del nicleo después de la mitosis, por lo que se identifican en el
citoplasma como pequefios nucleos adicionales (Von Ledebur y Schmid, 1973).

Los MN tienen su origen en alguno de los siguientes eventos:
a) Aberraciones cromosémicas que conllevan a la formacion de

fragmentos acéntricos (dafio clastdgeno).
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b) Dafo a nivel de las proteinas involucradas, directa o indirectamente,
en la segregacion de cromosomas, esto incluye inhibicion en el ensamble
o desensamble de microtubulos, remocién de cinetocoros, dafios al

centriolo, centromero inactivado etc. (dafio aneuploidégeno).

c) Recientemente, se ha sugerido que también pueden provenir de
procesos de amplificacién génica (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders
et al., 2003).

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares como 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 iniciado estudios en eritrocitos
de higado y de sangre periférica fetal (Von Ledebur y Schmid, 1973; Heddle et
al., 1983).

Los MN pueden ser facilmente detectados, ya que son de forma redonda
con un diametro 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 dafio cromosémico
(Krishna y Hayashi, 2000).

En las células eritroides se distinguen claramente a los eritrocitos
jovenes y a los maduros. Los eritrocitos policrométicos (EPC, eritrocito joven),
todavia contiene 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 eritrocitos normocroméaticos (ENC,
eritrocitos maduros), mas pequefios que los EPC y son acidéfilos. Partiendo de
esto, los eritrocitos se pueden diferenciar entre ENC y EPC utilizando diferentes
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colorantes como May-Gruenwald, Giemsa y Naranja de Acridina (NA) (Von
Ledebur y Schmid, 1973; Hayashi, 1990).

Es evidente que la informacion obtenida por la prueba de MN es menor
que la lograda mediante el método tradicional de AC. La presencia de MN
indica que hubo dafio cromosomico, pero no de que tipo, ni que cromosomas
estuvieron involucrados. A pesar de ello, este ensayo posee las siguientes

ventajas:

a) Las caracteristicas del MN estan bien definidas, lo cual reduce el
tiempo de observacion y el efecto de la subjetividad inherente al

observador, que es causa de errores en el ensayo de AC.

b) Se puede contabilizar mayor cantidad de células en el mismo intervalo
de tiempo, lo cual aumenta la confiabilidad del analisis estadistico de la

prueba.

c) La prueba esta sujeta a menor posibilidad de errores de manipulacion
comparada con la de AC, donde la cantidad de metafases de buena

calidad limita su estudio.

d) Permite observar de manera paralela y simultanea rompimientos o
pérdidas de cromosomas, posibles retrasos mitéticos, anormalidades
nucleares como puentes nucleoplasmicos y apoptosis, aunado a pruebas
de Hibridacién in situ con fluorescencia (FISH) permite detectar

fendmenos de no disyuncion.
e) Existe una correlacion de alrededor del 88% entre los resultados

obtenidos con AC y MN cuando se usan para analizar los mismos

agentes genotoxicos.
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Cabe mencionar que si bien el dafio genotdxico es un indicativo
importante en la induccion del cancer, también puede estar relacionado con la
aparicion de defectos del nacimiento y muerte embrionaria o fetal, por ello es
importante detectar a tiempo las implicaciones ocasionadas por algun agente
toxico y para lograrlo se han propuesto pruebas tanto para la evaluacion de

dafio genotdxico como de alteraciones en el desarrollo embrionario y fetal.

1.6. Evaluacion de alteraciones durante el proceso reproductivo

Varias organizaciones legisladoras internacionales como la EPA, Ila
Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) y la OMS, han desarrollado y
recomendado diversos protocolos para evaluar los efectos de los agentes
guimicos sobre el proceso reproductivo, planteando principalmente el uso de la
rata y el ratbn como modelos experimentales. Estos en general son resistentes
a las enfermedades, tienen un ciclo reproductivo corto, sus camadas son de
buen nimero y tamafio, presentan pocas malformaciones espontaneas, ocupan
poco espacio, su fisiologia esta bien caracterizada y tienen bastante éxito
reproductivo (FDA, 1966; Baker et al., 1980; ECETOC, 1983; Harkness y
Wagner, 1989).

Cada una de las etapas del desarrollo embrionario consiste de una serie
de mecanismos secuenciados y especificamente programados. Para poder
entender las alteraciones del desarrollo es necesario conocer como se lleva a
cabo el desarrollo normal desde la fecundacién hasta el nacimiento. En la figura
7 se mencionan las etapas generales del desarrollo.

34



Garcia Rodriguez, M. C.

Figura 7. Etapas del desarrollo.

De los trabajos realizados durante las diferentes etapas del desarrollo, se
ha concluido que el periodo de la organogénesis es el mas sensible a cambios
inducidos por los agentes. Las principales alteraciones observadas en la
organogenesis se presentan en el sistema nervioso, en los 0jos, las orejas, en
el paladar, en el esqueleto y en las estructuras urogenitales (King y Wild, 1979;
Scialli, 1992). Los agentes que interfieren con el desarrollo normal de los
organismos, son llamados teratégenos y sus efectos pueden deberse a la
ineficiencia de los mecanismos de destoxificacidn, a los procesos de eliminacion
(glucuronidacién) y excrecion renal o bien a la eficacia del agente inductor de
dafo (Cole et al., 1979; King y Wild, 1979; Cole et al., 1981). En el cuadro 9 se
sefalan algunas de las vias por las cuales se puede explicar el efecto de un
agente para inducir dafio en el desarrollo embrionario y fetal (Scialli, 1992;
Wells et al., 1997).
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Cuadro 9. Mecanismos de inducciéon de dafo en el desarrollo embrionario y fetal

-Muerte celular

-Deficiencia de sustancias

-Dafio en el suministro de energia

-Alteracion de membranas

-Genotoéxicidad

-Interferencia mitotica

-Inhibiciébn enzimatica

Es importante resaltar que la administracion de un agente teratégeno
puede inducir dafio a las crias por dos vias diferentes:
a) directa; el agente atraviesa la placenta y causa toxicidad en el
desarrollo del embrion o feto.
b) indirecta; el agente induce alteraciones en la homeostasis de la
madre y por lo tanto estos desordenes alteran el desarrollo embrionario o
fetal.

Debido a los efectos observados en las crias de hembras que presentan
cambios en el estado fisico y fisioldégico, se ha planteado, que es necesario
medir signos de toxicidad y de “comportamiento” materno en la evaluacion del
dafio en el desarrollo embrionario y fetal, tales como los que se muestran en el
cuadro 10 (Cole et al., 1979; King y Wild, 1979; Khera, 1991; Chahoud et al.,
1999; Rutledge, 2000).
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Cuadro 10. Signos de toxicidad en madres y crias.

EFECTOS MATERNOS EFECTOS EN LAS CRIAS

a) Reduccion del peso corporal a) Cambios en el peso de la placenta

b) Diarrea, hipoactividad, falta de apetito, etc. |b) Reduccién del peso corporal

c) Disminucion en el nimero de implantes ¢) Induccién de malformaciones
d) Aborto d) Alteraciones esqueléticas
e) Muerte e) Presencia de hematomas

f)  Muerte

Los organismos podemos estar expuestos a la vez a sustancias
potencialmente inductoras de dafio mutagénico, carcinogénico y teratogénico,
las cuales a su vez pueden inducir dafio mediante el mismo mecanismo. Por
otra parte, dado que se han descrito que hay sustancias capaces de proteger
del dafio por diferentes mecanismos, entonces tal vez es posible estudiar la
proteccion de dafio genotoxico y teratégeno utilizando el mismo modelo, en el
entendido de que las sustancias a probar deben de compartir antagdnicamente

el mismo o los mismos mecanismos (dafio y proteccion).
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La posibilidad de emplear sustancias que pudieran contrarrestar los
efectos causados al ADN, abre un campo de investigacion muy importante, y
dados los datos que se tienen hasta el momento, la aplicacion en humanos es
casi una realidad. Sin embargo, es necesario continuar este tipo de estudios
para avanzar mas solidamente en el uso de sustancias que pudieran proteger o
modular el dafio al ADN. Como parte de nuestro programa de investigacion
para evaluar sustancias quimiopreventivas y quimioprotectoras en el ratdn in
vivo, en este estudio se evaluaron los efectos de la CFL sobre el dafio
genotoxico y teratdgeno inducido por las sales metalicas del Cr (VI), mediante el
analisis de la frecuencia de MN en sangre y de las malformaciones

macroscopicas externas y esqueléticas.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El estudio de sustancias inductoras de dafio mutagénico, cancerigeno y/o
teratdbgeno es de gran importancia, debido al incremento en el riesgo de
exposicion de las poblaciones humanas a diversos agentes inductores de dafio
genético. La busqueda y el estudio de sustancias con propiedades protectoras o
moduladoras de dafio al ADN, surge como una opcién complementaria a estos
estudios, ya que por una parte al conocer los mecanismos de proteccion se
pueden deducir los de induccién, y por otra, se generan alternativas para
contrarrestar los efectos de los agentes inductores del dafio, ya sea preventivos
o de tratamiento.

Los pigmentos de los vegetales (en especial la clorofila y la CFL) son
algunas de las sustancias en las que se ha observado un mayor potencial de
proteccion. Actualmente existen varios grupos de investigacién en diferentes
paises interesados en estudiar las propiedades y los mecanismos de
interaccion de la CFL con agentes inductores de dafio.

Como parte de nuestro programa de investigacion para evaluar
sustancias quimiopreventivas y quimioprotectoras en el ratdn, iniciamos
estudios del efecto de la CFL sobre los procesos reproductivos, y observamos
gue la CFL es capaz de llegar al sitio en donde se esta llevando acabo el
desarrollo embrionario y fetal, y modificarlo. De ahi que en el presente estudio
se hace un analisis de los efectos de la CFL sobre el dafio al ADN inducido por
el Cr (VI), en hembras sin prefar, prefiadas y en fetos. Ademas de que se

evalla el efecto de la CFL sobre la inducciéon de alteraciones en el desarrollo.
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3. HIPOTESIS

Se ha propuesto que la administracion previa de sustancias con propiedades
protectoras de los mecanismos de induccion del dafio al ADN, puede ser uno
de los procedimientos mas efectivos para prevenir las enfermedades
relacionadas con dafio genotéxico. La CFL ha mostrado ser un agente
protector de la induccion de dafio al ADN por diferentes mecanismos. En
contraparte, los compuestos del Cr (VI) inducen dafio genotdxico, cancerigeno
y teratdgeno mediante diferentes mecanismos, asi entonces se propone que es
posible que la administracion previa de CFL a hembras de ratdén prefiadas y sin
prefiar proteja de la induccién de los dafios genotoéxico y teratdgeno inducidos
por el Cr (VI).
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Evaluar el efecto de la CFL sobre el dafio genotoxico y teratégeno del Cr (VI),
mediante los andlisis de las frecuencias de MN y de las malformaciones
macroscopicas en ratones hembras.

4.2. Particulares

i) Identificar las dosis genotéxicas del Cr (VI) en organismos adultos (hembras
sin prefar y prefiadas) y en fetos, mediante el analisis de la frecuencia de MN
en sangre periférica.

i) Establecer la cinética de la frecuencia de MN en organismos adultos
(hembras sin prefiar y prefiadas) y en los fetos, mediante la evaluacion cada 12
h de los MN en EPC durante 72 horas después de la administracion del
tratamiento.

iii) Estudiar el efecto de la CFL sobre el dafio genotoxico inducido por el Cr (VI),
mediante la evaluacion de la frecuencia de MN, tanto en los organismos adultos
como en los fetos.

iv) Comparar el efecto de la CFL al ser administrada por v.i. y v.0. sobre el dafio
genotoxico inducido por el Cr (VI), mediante evaluacién de la frecuencia de MN,
en sangre periférica de organismos tratados con dosis genotoéxicas.

v) Estudiar los efectos de la CFL y de los compuestos del Cr (VI) sobre la
citotoxicidad, mediante el andlisis de la frecuencia de EPC y ENC, en sangre
periférica.

vi) ldentificar las dosis fetotdxicas y teratégenas del Cr (VI), mediante la
evaluacion de la muerte fetal, alteraciones del desarrollo e induccion de
malformaciones (internas y externas), al ser administrado el agente en el dia 15
de gestacion por via i.p.
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vii) Estudiar los efectos de la CFL sobre las alteraciones del desarrollo fetal
inducidas por la administraciéon del Cr (VI) en el dia 15 de gestacion, mediante

la evaluacién de alteraciones en las hembras gestantes y en los fetos obtenidos
en el dia 18 de gestacion.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1. Animales

Se emplearon ratones sexualmente maduros de la cepa CD-1 entre 45 y 60
dias de edad con un peso de 28 a 35 g. Se desarroll6 el pie de cria en el
bioterio de la Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM, con animales
obtenidos del bioterio Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM. Los ratones se
alimentaron con nutricubos (Purina), con libre acceso al agua. Se mantuvieron
bajo condiciones ambientales de temperatura y circulacién de aire controladas,
asi como periodos de luz-oscuridad 12-12 horas.

En los protocolos que se emplearon hembras prefiadas, las cruzas se
realizaron durante la noche de 20:00 a 8:00 h en una proporcion 2:1, con
machos de la misma edad y cepa. Se consider6 la presencia de tapdn
espermatico como evidencia de cépula y como dia cero de prefiez. Las

hembras se mantuvieron bajo observacion y peso supervisado.

5.2. Reactivos

Al menos que esté indicado, todos los reactivos empleados en el estudio fueron
obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO. USA). CFL [CAS No.
110006-34-1], CrO3 [CAS No. 1333-82-0], K»Cr,0O7 [CAS No. 7778-50-9].

5.3. Tratamientos
La CFL y el Cr (VI) fueron preparados en solucién mediante su disolucién en
agua destilada. Una vez preparados los reactivos fueron inmediatamente
administrados en un volumen de alrededor de 0.25 ml.

Todos los tratamientos de Cr (VI) fueron aplicados por via i.p, mientras
que los de CFL fueron administrados por via i.p. y oral (indicado en los

protocolos). Los grupos testigos fueron tratados unicamente con el vehiculo.
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5.4. Establecimiento de las dosis del Cr (VI) y CFL

Se realizé un estudio preliminar en el que se probaron diferentes dosis de Cr
(VI), asi como las condiciones de trabajo. Estas dosis se seleccionaron de
acuerdo a los resultados de estudios previos, en donde se observé que la
administracion por via i.p. de 25, 20, 15 y 10 mg/kg de peso corporal eran
inductoras de dafio genotoxico en diferentes ensayos de prueba
(Chorvatovicova et al., 1991; Mikalsen et al., 1991; Sarkar et al., 1993; Itoh y
Shimada, 1996).

La dosis de la CFL se selecciono a partir de los resultados previos en los
que se observo que la dosis de 20 mg/kg de peso corporal administrada por via
i.p. no causa efectos genotoxicos, embriotoxicos, ni teratdgenos (Morales-
Ramirez y Garcia-Rodriguez, 1994; Morales-Ramirez et. al. 1996; Garcia-
Rodriguez, 1996; Garcia-Rodriguez et al., 2000; 2002).

Los criterios de evaluacion y condiciones de trabajo se establecieron con
base a los lineamientos de los programas de la GENOTOX, la EPA, la ECETOC
y la FDA (Heddle et al., 1983; Mavournin et al., 1990; Hayashi et al., 1994; EPA,
1984; FDA, 2000).

5.5. Tiempos de evaluacién

5.5.1. Genotoxicidad y citotoxicidad

Una vez establecidas las dosis del Cr (VI), la CFL y las condiciones de trabajo,
se evalud la cinética de MN y la citotoxicidad (Protocolo 1a, figura 8). A
hembras sin prefiar se les administraron 20 mg/kg de CrOsz en un tiempo
considerado 0, a partir de ese momento se les tomaron muestras cada 12 h. A
las hembras prefiadas se les aplico el tratamiento en el dia 15 de gestacion y se

les tomaron las muestras cada 24 h.
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Protocolo la

Hembras sin prefiar
Grupo testigo .
| |
0 12 24 36 48 60 72 horas

TAdministraci()n de vehiculo por via i.p.

Grupo tratado con Cr(VI)
* *

*
| | | |
0 12 24 36 48 60 72 horas

TAdministraci(’)n de Cr(VI) por via i.p.

Hembras prefiadas

Grupo testigo
I

* * * *
I

| | I
*5 16 17 18 Dias de gestacion

Administracion de vehiculo por via

Grupo tratado con Cr(VI)
*

* * *
| | | | |
%5 16 17 18 Dias de gestacion

Administracion de vehiculo por via

*  Obtencién de muestras de sangre

Figura 8. Protocolo empleado para la evaluacién del dafio genotéxico y citotéxico en
hembras sin prefiar y prefiadas.
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De igual manera, la cinética de MN y de citotoxicidad también se realizo
en las crias obtenidas de las hembras que fueron tratadas el dia 15 de
gestacion. Diferentes grupos de hembras (4 animales por grupo) fueron
sacrificados en diferentes tiempos después de la administracién del tratamiento,
para obtener los fetos (Protocolo 1b, figura 9). Fueron considerados al menos
cuatro fetos por cada hembra para las evaluaciones de genotoxicidad y

citotoxicidad.

Protocolo 1b

Grupo testigo g
| |

17 18 Dias de gestacion

Administracién de vehiculo por viai.p.

Grupo tratado con Cr(VI)
] ]

]
* * * *

I I I I
15 16 17 18 Dias de gestacion

Administraciéon de Cr (VI) por via

m Sacrificio de hembras para obtencién de fetos
* Obtencion de muestras sangre

Figura 9. Protocolo empleado para la evaluacién del dafio genotoxico y citotéxico en
fetos.
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5.5.2. Fetotoxicidad y teratogenicidad

Los analisis de las alteraciones del desarrollo se realizaron en los mismos fetos
donde se evalud6 la genotoxicidad y la citotoxicidad, por lo que los tiempos de
administracion de tratamientos y evaluacion son los mismos. Para estos
estudios se consideraron como minimo 8 organismos por grupo Yy fueron

analizadas todas las camadas.

5.6. Evaluaciones

5.6.1. Genotoxicidad y citotoxicidad:

a) Preparacion de laminillas

Se prepararon laminillas cubiertas de NA, las cuales se realizaron antes de la
toma de las muestras. La NA se prepar6 en una solucion con agua desionizada
(Img/ml). De la solucién de NA se tomaron 10 ul y se colocaron en portaobjetos
precalentados (alrededor 70° C), con ayuda de otro portaobjetos se extendio el
colorante y se dejo secar a temperatura ambiente. Las laminillas se guardaron

en la oscuridad hasta su uso (Hayashi, 1990).

b) Toma de muestras

El dafio genotéxico y citotoxico fue evaluado en las muestras de sangre
obtenidas de organismos adultos (hembras sin prefiar y prefiadas) y de
organismos en desarrollo fetal. A las hembras adultas, se les cort6 la punta de
la cola con la ayuda de unas tijeras, se tomaron de 5 a 8 ul de sangre con una
micropipeta y se colocaron directamente en las laminillas previamente
preparadas con NA, inmediatamente se colocé un cubreobjetos (24x50mm) y se
sellaron con Ruber Cement (figura 10) (Hayashi et al., 1990).
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—

Figura 10. Administracion de tratamientos, toma de muestras y evaluacion de MN.
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Las muestras de sangre periférica fetal, fueron tomadas de los fetos
extraidos de las madres, después de haber sido sacrificadas por dislocacion
cervical. A los uteros aun con fetos, se les colocO en una mezcla fria de
solucién de Tyrode's y suero fetal de bovino (1:1). Posteriormente los fetos
fueron removidos del Gtero, se lavaron y se mantuvieron en una solucién de
transferencia fetal fria. Transcurridos algunos minutos los fetos se decapitaron
parcialmente y se obtuvieron de 5 a 8ul de sangre (King y Wild, 1979; Cole et
al., 1981). Al igual que para las muestras de sangre materna, las muestras
fetales se colocaron en laminillas cubiertas con NA y se les dio el mismo
tratamiento (figura 10).

Todas las preparaciones se guardaron en cajas de plastico y en
oscuridad, a una temperatura de aproximadamente 4° C. El analisis de las
preparaciones se realizé después de 12 h de haber sido preparadas,
procurando no exceder de 5 dias. Se hicieron dos laminillas por cada

organismo.

c) Evaluacion de laminillas
Las evaluaciones se realizaron en los eritrocitos de las muestras de sangre, los
cuales se identificaron bajo un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-
2). La tincion diferencial que se obtiene con la NA, permitio diferenciar a los
EPC de los ENC, ya que los EPC se tifien de rojo debido al ARN-ribosomal. Asi
mismo, con esta tincion se pueden identificar los MN debido a que el ADN se
tife de color amarillo fluorescente (figura 10).

Para la evaluacion del dafio genotoxico se consideraron Unicamente los
MN que se encontraban en los EPC. Se analizaron 2000 EPC, en las que se
contd el numero de MN por célula (Hayashi et al., 2000).

Para la evaluacion del dafio citotoxico se evalu6é de la frecuencia de
EPC, la cual consistio en identificar a los EPC de los ENC de 2000 eritrocitos
totales.
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5.6.2. Alteraciones en el desarrollo

Las hembras se sacrificaron en el dia 18 de gestacion por dislocacion cervical.
Los Uteros se abrieron y se expusieron para contar el nimero de implantes,
reabsorciones, fetos vivos y muertos (estos Ultimos identificados por su
apariencia y ausencia de movimiento). Los fetos fueron removidos del utero
para sexarlos y pesarlos (ECETOC, 1983; Taylor, 1986).

a) Malformaciones externas

Una vez extraidos los fetos de los Uteros se examinaron bajo un microscopio de
diseccion para identificar el tipo y frecuencia de las malformaciones externas de
manera general e inmediata. Posteriormente, se pasaron a una solucion de
alcohol al 70 %, donde permanecieron hasta el momento en que se analizaron
con detalle. El tipo y la frecuencia de malformaciones externas se evaluaron en
el craneo, en los parpados, en el labio y en las extremidades (Dawson, 1926;
Aliverti et al., 1979)

b) Malformaciones internas
Para la evaluacion de las malformaciones internas, a los fetos previamente
fijados en etanol se les desviscerd y se les trasvaso a una solucion de hidroxido
de potasio al 1%. Una vez que era posible distinguir el tejido déseo, se les
agregaron de dos a tres gotas de solucién saturada de rojo de alizarina, por un
tiempo no mayor de 24 h. Transcurrido el tiempo de tincion, los fetos fueron
colocados en glicerina para quitarles el exceso de colorante y preservarlos
(Staples et al., 1964).

Los fetos aclarados y tefidos, se analizaron en un microscopio de
diseccion para identificar las malformaciones internas. Se contaron los puntos
de osificacion de las extremidades, en la columna y en las esternebras como se

muestra en las figuras 11y 12.
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Figura 11. Puntos de osificacion y grado de osificacion en el desarrollo normal del ratén.

También se contaron el numero de costillas y el grado de osificacién. Las
alteraciones del desarrollo se evaluaron con base a lo propuesto por Taylor

(1986) y se nombraron de acuerdo a Wise et al., (1997).

49



Efecto de la clorofilina sobre el dafio genotoxico y teratégeno del Cr (VI)

b Esternsbras

6

Q 0 0- 6, Vertehra lumbar
0°0p]
foo
ted
(L)
o B g Fingedsid
. b 5
'
. WL
Palange ° ‘
proximal - “uﬂ
4 “ \ Metacarpales

0

\ § ma Flenge distal

e E
Palange proximal o, ¢

4 n DQ = Metatarsales

N

Thum e

o Vertebras

L]

Atlas -
Axis +

| Vertehra cervical
1

| Vertebra toraxica y costillas
13

' Vertebra lumbar

Figura 12. Puntos de osificacion en el desarrollo normal del ratén (Taylor, 1986).



Garcia Rodriguez, M. C.

5.7. Efecto de la CFL sobre la induccion de dafio genotéxico y citotéxico

del Cr (VI)

a) Hembras sin prefiar

Para la evaluacion del efecto de la
CFL sobre el dafo inducido al ADN
por el Cr (VI), se emplearon cuatro
grupos de cinco hembras cada uno,
divididos de la siguiente forma: a)
testigo, b) CFL, c) Cr (VI) y d) CFL-
Cr (VI). Los grupos fueron
manejados conforme se muestra en
la figura 13 (protocolo 2). Los
tratamientos de Cr (VI) fueron
administrados en un tiempo
considerado “cero” y se colectd la
primera muestra de  sangre.
Posteriormente, se tomaron otras
dos muestras de sangre (12 y 48 h).
En este protocolo el efecto de la
CFL se evalu6 al ser administrada
por via i.p. y oral. La aplicacion de la
CFL se realizd cuatro horas antes

del tiempo considerado cero.

Figura 13. Protocolo empleado para las
evaluaciones del efecto de la CFL sobre
el dafio genotéxico y citotéxico.

Protocolo 2

Grupo testigo

*

0 12 48 horas

T Administracion vehiculo via i.p.

Grupo CFL

*

48 horas

Administracién de CFL via i.p. u oral

Grupo Cr(VI)

*

0 12 48 horas

T Administracién de Cr(VI) via i.p.

Grupo CFL-Cr(VI)

* * *

4 0 12 48 horas

AN

Administracion de
CFL viai.p. u oral

Adminiostracién de
Cr(VI) via i.p.

*QObtencion de muestras de sangre
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b) Hembras prefiadas
Para la evaluacion del efecto de la
CFL en

(protocolo  3),

hembras  prefiadas
se manejaron los
mismos grupos que en el protocolo
anterior, con la salvedad de que las
hembras prefiadas fueron tratadas
en el dia 15 de gestacion y la toma
de las muestras se realizO en los
dias 15, 16, 17 y 18 de gestacion

(figura 14).

c) Fetos
Los grupos y protocolos empleados

para la evaluacion del efecto de la
CFL sobre el dafio en fetos, fueron
los mismos que se emplearon para
las hembras prefiadas (Protocolo 3,
figura 14), solo que, en estos grupos
se emplearon mas hembras ya que
era necesario sacrificarlas para
obtener los fetos a los que se les
iban tomar las muestras. Se
consideraron cuatro hembras para

cada tiempo.

Figura 14. Protocolo empleado para la
evaluacibn de dafio en hembras
prefiadas y fetos.
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I I I I
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5.8. Relacion entre la proteccién de la CFL y la cinética de induccion de
MN por el Cr (VI)

Dado que la CFL fue capaz de disminuir la frecuencia de MN en uno de los
tiempos de mayor produccion, se buscO establecer las posibles vias de
induccion de MN por el Cr (VI). Para realizar estas evaluaciones se empleo la
técnica de Hibridacion in Situ con Fluorescencia (FISH).

Se emplearon dos grupos
(testigos y tratados con CrOg), los
cuales fueron manejados como se Protocolo 4
muestra en la figura 15. Las
muestras de sangre fueron tomadas

. Grupo testigo
alas 0, 12 y 48 h. Los dos ultimos

* *

| |
12 48 horas

tiempos correspondian a los
méximos de induccion de MN
observados cuando se administré el T
CrQOs. Administracién vehiculo via i.p.
Con las muestras de sangre
se realizaron frotis y se dejaron
. Grupo tratado
secar a temperatura ambiente.

Posteriormente fueron fijados con % *

metanol absoluto durante 15 | |

12 48

minutos y nuevamente se les dejo horas

secar a temperatura ambiente. Las Administracién de 20 mg/kg de

laminillas fueron guardadas en la CrO; vial.p.

oscuridad.

*Obtencién de muestras de sangre

Figura 15. Protocolos empleados para la
técnica de FISH.
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5.8.1. Método de hibridacion in situ con fluorescencia

A las laminillas preparadas con las muestras celulares se les aplicé la técnica
de FISH (Krishna, et al., 1992), la cual consisti6 en:

a) incubacion; las laminillas fijadas se colocaron en una solucion 2xSSC (ph 7
y 37° C) durante 15 minutos.

b) deshidratacion; las muestras celulares fueron colocadas en alcoholes
graduales (70, 85y 100%) por un tiempo no mayor a dos minutos en cada uno.
c) desnaturalizacion del ADN blanco y de la sonda; una vez deshidratadas
las células se colocaron en una solucién de formamida al 70% (ph 7 y 72° C)
durante dos minutos e inmediatamente se colocaron en alcoholes graduales
(70, 85 y 100%), los cuales se encontraban a una temperatura de 20° C bajo
cero. La sonda fue desnaturalizada al mismo tiempo, para lo cual se colocaron
2.5 ul en un tubo de microcentrifuga y se calenté a 85° C en un bafio de agua
durante diez minutos. Todo este proceso se realizé a oscuras.

d) hibridacién; una vez seca la muestra celular se le colocé la sonda
desnaturalizada y se cubrié con cubreobjetos, se sell6 con ruber cement y se
dej6 a 37° C en una camara humeda durante 48 h. Este proceso también se
realizo sin luz blanca.

e) lavados post-hibridacion; se marcé la regiébn de hibridacion y a las
laminillas se les quitd el cubreobjetos, para colocarlas en una solucion 2xSSC
(ph 7 y 37° C) durante cinco minutos, de ahi se pasaron a una solucion al 50%
de formamida (37° C) durante cinco minutos y finalmente se colocaron en una
solucion 2xSSC (ph 7 y temperatura ambiente) durante cinco minutos.

f) contratincion; transcurridos los lavados de posthibridacion las laminillas se
dejaron escurrir 'y secar. Se les colocaron 4 ul de ioduro de propidio con
vectaschield y se cubrieron con un cubreobjetos, que fue sellado con rubert
cement, de ahi se guardaron en el refrigerador (12 h aproximadamente).

g) observacién; transcurrido el tiempo de la contratincion, las evaluaciones de

las laminillas se llevaron a cabo con la ayuda de un microscopio de
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fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) con filtros DIA-ILL (Doble banda) y D-F-T
(triple banda). Se cuantificaron 2000 EPC (tefiidos en anaranjado) en los
cuales se identifico la presencia de MN (amarillo fluorescente) y se buscé la
presencia de sefal (sonda) como un brillo rojo fluorescente (figura 16).

También se evaluo la citotoxicidad distinguiendo los EPC de los ENC en
2000 eritrocitos totales.

Figura 16. Micronucleos en eritrocitos normocromaticos y policroméaticos de
sangre periférica de ratén con sefial positiva (centrémero).
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5.9. Efecto de la CFL sobre alteraciones del desarrollo

Los grupos empleados para establecer el efecto de la CFL sobre las
alteraciones del desarrollo, fueron los mismos que se muestran en la figura 14
(protocolo 3). Los fetos obtenidos fueron analizados bajo un estereoscopio
para identificar alteraciones externas y esqueléticas, conforme a lo que se

menciono anteriormente para el manejo de alteraciones en el desarrollo.

5.10. Analisis estadistico
Los resultados de la induccion de MN y de la frecuencia de los EPC se

presentan en media + desviacion estandar y se compararon mediante un
andlisis de varianza seguida de una prueba de Tukey. Para los casos de la
frecuencia neta de la induccion de MN (NIF) y la frecuencia diferencial de la
induccion de MN (DIF), se les analiz6 con una Chi-cuadrada. Para todos los
casos se considerd el nivel de significancia de P<0.05. (Adler et al., 1998).

La significancia de las diferencias en la integracion del area bajo la
curva (ABC) fue determinada por una comparacion mdultiple de Dunnett
(Cheung y Holland, 1992, Morales-Ramirez et al., 1996). El analisis de la
cinética de la formacién de MN, fue analizada con la frecuencia acumulada,
basandonos en el método planteado por Morales-Ramirez et al., (1997).

Los resultados obtenidos de peso fetal, frecuencia de implantes, fetos
vivos, reabsorciones y puntos de osificacion se presentan en media *
desviacion estandar y se analizan usando la prueba de "t" de Student, mientras
gue la proporcion de sexos se analiz6 con la prueba Chi-cuadrada.

A todos los datos una vez obtenidos se les aplic6 un analisis
exploratorio previo al analisis estadistico. Se emplearon los programas SPSS

version 11 y Statistica version 6.0, para hacer los analisis estadisticos.
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6. RESULTADOS

6.1. Cinética de induccion de MN y de la frecuencia de EPC por Cr (VI)
(hembras sin prefar).
En el cuadro 11, se muestran los promedios de las frecuencias de MN y de

EPC, de acuerdo a las diferentes dosis empleadas (0, 20 y 25 mg/kg de peso
corporal) y los tiempos estudiados (de las 0 a las 72 horas). En los datos se
puede observar que para ambos grupos tratados con el CrOz (20 y 25 mg/kg) se
incrementa el numero de MN desde las 12 horas, sin embargo, los incrementos
resultan estadisticamente significativos a partir de las 36 horas (dosis de 25
mg/kg) y 48 horas (dosis de 20 mg/kg).

Cuadro 11. Frecuencia de EPC y del numero de MN en hembras tratadas con CrO; (x+de).

Tratamiento N Hora EPC/ MN/
Cr0s; (mg/kQg) 1000 células 1000 células
0.0 8 0 56.05+21.17 2.38+1.38
12 51.97+16.14 1.85+0.94
24 45.05+21.89 3.00+0.72
36 45.40+ 7.30 3.50+1.74
48 53.84+21.15 3.71+1.53
60 64.34+17.85 3.36+1.60
72 78.38+43.03 2.69+1.80
20.0 4 0 45.75+11.52 1.83+1.28
12 45.43+ 7.95 5.48+2.40
24 44.50+17.80 6.46+1.93
36 53.34+19.31 5.06+1.79
48 39.95+16.02 10.5845.47
60 43.31+ 6.73 7.400.92°
72 51.24+8.71 4.94+1.43
25.0 4 0 46.20+ 9.36 3.45+1.00
12 44.72+13.35 5.41+2.60
24 43.05+ 5.35 7.31+1.83
36 55.75+11.15 13.42+3.54°
48 66.43+11.07 27.62+8.96°
60 63.02+ 1.42 20.05+6.94°
72"

*: estadisticamente significativo p<0.05. *: muerte de las hembras.
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Con relacion a la frecuencia de MN, los resultados anteriormente
descritos concuerdan con lo observado en los analisis exploratorios, ya que en
los grupos tratados hay un ordenamiento en el incremento del nimero de MN
con respecto a las horas de evaluacion, lo que indica un efecto por el
tratamiento con respecto al tiempo. A diferencia de los analisis de la frecuencia
de EPC, en los que no hubo un comportamiento definido ni en los grupos
tratados ni en los testigos (cuadro 11).

Cabe aclarar que a todos los datos de este estudio se les realiz6 un
andlisis exploratorio durante el desarrollo de los experimentos, para verificar la
variabilidad antes de promediarlos y analizarlos con estadistica paramétrica o
no paramétrica (Daniel, 2002). Los analisis exploratorios de datos son omitidos
en esta presentacion para no hacer complicado el analisis de los resultados, por
lo que, solo seran descritos cuando la variabilidad implique ser considerada
para su descripcion explicita.

A la induccién de MN se le calculo la integracion del area bajo la curva
ABC (figura 17), con el andlisis propuesto por Morales-Ramirez et al. (1996).
Los valores del ABC indican que si hay diferencias entre el total de la induccién
de MN en los dos tratamientos, ya que se observan dos maximos de induccién
de MN, uno temprano (entre las 12 y 24 horas) y el otro tardio (alrededor de las
48 horas) cuando se administrd0 la dosis de 20 mg/kg de CrOs;. Este
comportamiento hace suponer dos respuestas en la induccién de MN, el cual es
corroborado al graficar la frecuencia acumulada de MN (figura 18), en donde se

observan claramente dos respuestas.
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A los datos se les calcul6 el valor absoluto de la frecuencia neta de la
induccion de MN (NIF). Esta frecuencia parte de la premisa de que la induccién
de los 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).

NIF =] valor observado en grupo “A” a la hora x; — valor observado en grupo “A” ala hora O |

Donde :

A = grupo; x; =tiempo de evaluacién

En la figura 19 se muestra el andlisis del NIF, en donde se puede
observar que el incremento de MN que aparece desde la hora 12 resulta
estadisticamente significativo. Estos datos, hacen suponer la existencia de un
mecanismo o una via diferente de induccién de MN a la que se esperaba segun
las referencias consultadas (dafio clastégeno). Por lo que, debido a que la
cinética de induccién de MN se estableci6 para plantear los tiempos de
evaluacion en los protocolos donde se pretendia combinar los tratamientos de
CFL con Cr (VI), antes de iniciar estos estudios, se buscé el posible origen de
los MN.

En cuanto al analisis de la frecuencia de EPC, en la figura 20 se muestra
su seguimiento en los diferentes tiempos evaluados y como se puede observar
no hay diferencias en los grupos que se administré el CrO3 al comparar con el

grupo testigo, lo cual puede estar relacionado con la variabilidad.
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Figura 19. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 16000 EPC
(*: estadisticamente significativo p<0.05).
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Figura 20. Frecuencia de EPC, en los grupos tratados con CrOs.

6.2. Origen de MN inducidos por CrOg

Partiendo de la hipotesis de que los MN observados a las 12 horas después del
tratamiento eran efecto de un dafio diferente al clastdgeno, y dado que se
originaban muy temprano, se planteé la posibilidad de que estos MN eran
inducidos antes de que se llevara acabo la fase S del ciclo celular o durante la
mitosis. Por lo que, se plante6 un protocolo que consistio en identificar la
presencia del centromero en los MN, mediante la técnica de FISH.

En el cuadro 12, se muestran los promedios de la induccién de MN
evaluados con la técnica de FISH. Como se puede observar, en algunos de los
MN identificados a las 12 horas postratamiento (CrO3) hay presencia de la sefial
de centromero, la cual disminuye ligeramente (%) en los MN evaluados en la
hora 48. En el grupo testigo no se identific6 ningun centrémero en los MN
observados.
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Cuadro 12. Promedios de la induccién de MN con centromeros (xxde).

Tratamiento N Hora EPC/ MN/ MN con MN con
Cr05 (mg/kg) 1000 células® 1000 células®  sefial/1000 Sefial
células® positiva/ MN
observados
(%)"
0.0 5 0 35.71+15.53 1.60+1.94 0.00£0.00 0/0
(0.0)
12 34.80+14.34 1.80+1.64 0.00+0.00 0/0
(0.0)
48 33.31+ 3.80 3.00+1.58 0.00+0.00 0/0
(0.0)
20.0 5 0 29.93+ 8.96 1.40+0.55 0.10+0.22 1/7
(14)
12 26.41+14.86 3.40+1.14 0.90+0.22 5/17
(29)
48  27.17+15.98 13.40+2.97" 2.80+1.92" 14/67
(21)

*. Estadisticamente significativo p< 0.05.
& Analizados con ANOVA seguida de Tukey. ®: Analizados con F exacta de Fisher.

Los datos de las frecuencias acumuladas de MN con y sin sefial
(centrémero), se muestran en la figura 21. La presencia de MN con sefial
resultdé estadisticamente significativa desde las 12 horas postratamiento. A

estos datos se les analizé con una F exacta de Fisher.
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Figura 21. Frecuencias de MN con y sin sefial (centrémero) evaluadas en 10000 EPC por
tiempo y por grupo (*: estadisticamente significativo p<0.05).

En la figura 22 se muestra el NIF de los datos obtenidos en el protocolo
de FISH, en donde el incremento de MN resulta estadisticamente significativo
en ambos tiempos evaluados (12 y 48 horas). A partir de estos resultados, en
los siguientes protocolos se tomaron las muestras para evaluar induccion de
MN a las 0, 12 y 48 horas postratamiento con Cr (VI).
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Figura 22. Anédlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 10000 EPC
(*: estadisticamente significativo p<0.05).

En la figura 23 se muestra el comportamiento de la frecuencia de EPC
con respecto a los ENC. Se puede observar un efecto similar del grupo tratado
con respecto al testigo.
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Figura 23. Frecuencia de EPC.
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6.3. Efecto de CFL sobre el dafio genotoxico

Una vez seleccionados los tiempos de evaluacion, se combinaron los
tratamientos de 20 mg/kg de CFL con 20 mg/kg de CrOs. En los resultados
obtenidos se pudo observar que el CrO;z; induce MN a las 12 y 48 horas
después del tratamiento, que la administracion de CFL (20 mg/kg) de peso
corporal) no incrementa el nimero de MN. En cambio, cuando la CFL fue
administrada antes del tratamiento con CrOs, la induccibn de MN que se
observd a las 12 horas en el grupo tratado con CrO3z solamente disminuyd
significativamente, lo cual no sucedié en los animales estudiados 48 horas

después del tratamiento (cuadro 13).

Cuadro 13. Promedios de la frecuenciade PCE y lainduccién de MN en

hembras tratadas con CrO; y CFL (x#de).

Tratamiento Dosis N Hora de EPC/ MN/
(mg/kg) analisis 1000 células 1000 células
Testigo/vehiculo 0 8 0 67.2+19.0 0.93+£0.90
12 71.7+£16.2 1.37+0.64
48 74.7+18.0 1.87+0.79
CFL 20 4 0 51.5+11.9 2.00+0.71
12 45.3+12.5 2.2510.64
48 49.3+ 5.5 1.70+0.68
CrO; 20 6 0 51.0+ 6.4 1.08+1.28
12 50.9+10.5 3.15+1.22
48 41.9+10.3 12.51+2.98"
CFL-CrOs 20-20 4 0 58.4+11.0 2.25+0.87
12 56.5+10.8 2.87+0.63
48 56.3+10.0 14.70+2.54
CFL-CrO3-CFL 20-20-20 4 0 79.8415.2 1.00+0.41
12 75.5+11.8 1.50+1.47
48 81.5+13.4 12.25+5.69"

*: estadisticamente significativo p<0.05.
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El hecho de que la CFL sélo haya protegido en uno de los tiempos de
induccion (12 h), apoya la hipoétesis de que los MN que se forman en respuesta
al tratamiento con CrOg, tienen diferentes vias de induccién y que la CFL tiene
efecto sélo sobre los MN inducidos de manera temprana.

Por su parte, dado que la CFL no redujo el incremento de MN observado
a las 48 horas, hizo suponer que tal vez la CFL ya habia sido metabolizada y
eliminada para este tiempo, por lo que, se disefid un protocolo adicional para
comprobarlo. El protocolo consistié en aplicar una segunda dosis de CFL, 12
horas después de su primera aplicacion (CFL-CrO3-CFL).

En el cuadro 12 se muestran los resultados del doble tratamiento de la
CFL y se puede observar que al igual que para el protocolo anterior, la CFL
reduce el incremento de MN so6lo a las 12 horas. Al calcular el NIF (figura 24),
resultan estadisticamente significativos los incrementos de MN obtenidos a las
horas 12 y 48 por el tratamiento con el CrO3 y la proteccion de la CFL se

presenta en la hora 12 para ambos protocolos CFL-CrO3; y CFL-CrO3-CFL.
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Figura 24. Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 8000
EPC (*: estadisticamente significativo p<0.05). a) hora 12y b) hora 48
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En la figura 25 se muestra la frecuencia del EPC y al igual que en las
anteriores evaluaciones no se observan efectos del tratamiento con CrOs; en

comparacion con los testigos.
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Figura 25. Frecuencia de EPC obtenida cuando se combinaron tratamientos de
CFL con CrOs.

Para poder estudiar mas ampliamente el efecto de la CFL sobre el dafio
al ADN inducido por el Cr (VI), se repitio el protocolo anterior con dos variantes:
a) Se administr6 la CFL por via oral, partiendo de la premisa de que la
administracion oral es la principal via de contacto que tenemos los humanos
con la clorofila y sus sales.

b) Se combino la CFL con otro compuesto de Cr (VI), el cual se seleccioné con

base a lo reportado en la literatura (De Flora, 2000; O"Brien et al., 2003).
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En el cuadro 14 se muestran los promedios de las frecuencias de MN y
de EPC cuando se administré la CFL por via oral y cuando se combin6 con
K.Cr,0O7. Se puede observar que al igual que en los estudios anteriores la CFL
por si sola no modifica el numero de MN y que a diferencia de nuestro estudio
anterior (cuadro 13) cuando se administré el tratamiento de CFL por via oral
protegio a los ratones del aumento en el numero de MN inducidos por el CrOs3,
tanto a las 12 como a las 48 horas. Estos resultados hacen suponer que la
administracion de la CFL por via oral protege del dafio genotoxico, de manera
mas efectiva que cuando se administré por via i.p. A partir de estos resultados
se puede decir que la via de administracion de la CFL juega un papel
importante en sus mecanismos de proteccion. De igual manera la CFL
disminuye el niumero de MN cuando se combiné con K,Cr,O7. En ambos casos
la reduccion es sélo parcial, ya que pese a que se aprecia un ligero incremento
de MN, ya son estadisticamente significativos. Cabe mencionar que el
incremento de MN inducido por el K,Cr,O; es menor que el que se induce
cuando se administra el CrOs, lo que esta relacionado con un menor efecto
genotéxico.

En la figura 26 se muestra el calculo del NIF de los datos anteriormente
mencionados, en donde el incremento de MN observado a la hora 12 resulto
estadisticamente significativo con el tratamiento con CrOs. En la hora 48 ambos
tratamientos (CrOsz; y K,Cr,0O5) tuvieron un efecto significativo. En cuanto a la
combinacion de tratamientos se observa claramente como la CFL disminuye el
namero de MN en la hora 12, por lo que se corrobora la proteccion en esta hora
en ambos tratamientos. Sin embargo, en el efecto sobre los MN inducidos por el
Cr (VI) ala hora 48 varia, ya que para el caso del CrOs, si bien se presenta una
disminucion en el namero de MN, el incremento resulta estadisticamente
significativo, y en cuanto al tratamiento con K,Cr,O; ya no resulta

estadisticamente significativo el efecto del Cr (VI).
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Cuadro 14. Promedios de la frecuencia de PCE y lainduccion de MN en hembras
tratadas con Cr (VI) y CFL via oral (xtde).

Tratamiento Dosis n Hora de EPC/ MN/

(mg/kg) andlisis 1000 células 1000 células

Testigo 0 5 0 49.40+15.01 1.20+0.28

12 56.60+20.11 1.60+0.65

48 56.00+21.40 1.30+0.45

CFL 20 5 0 43.20+12.91 1.40+0.74

12 48.20+18.86 1.10+0.55

48 46.20+14.02 0.80+0.76

CrO; 20 5 0 71.60£10.23 1.75+0.29

12 63.75+7.89 3.00+0.41

48 56.+13.22 10.25+2.33"

CFL-CrOs 20-20 4 0 78.25+15.33 1.88+0.25

12 65.00+17.38 1.50+0.41

48 57.00+£18.35 3.80+3.22°

K,Cr,0- 20 4 0 49.75+24.50 2.00+0.41

12 47.25+10.53 2.50+0.41

48 44.50+5.32 5.63+1.31°

CFL-K,Cr,0- 20-20 5 0 56.20+13.61 1.30+0.97

12 48.00+10.61 2.30+1.09

48 31.00+3.45 3.20+1.75

*: estadisticamente significativo p<0.05.
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Figura 26. Analisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN calculado para
10000 EPC, cuando se combinaron los tratamientos de CFL administrada via oral
con CrOzy K,Cr,07 (*: vs testigo; ®: vs CFL-CrOg; ©: vs CFL-K,Cr,05, paratodos
los casos p<0.05). a) hora 12y b) hora 48.
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En la figura 27 se muestra el comportamiento del EPC, en donde se
puede observar que hay una caida en la frecuencia de EPC con respecto a los
ENC en los grupos tratados con Cr (VI) y la combinacion de CFL y Cr (VI), sin
embargo estos valores no resultan estadisticamente significativos. Los otros

grupos tienen un comportamiento sin diferencias.
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Figura 27. Frecuencia de EPC obtenida cuando se combinaron
los tratamientos de CFL administrada por via oral con CrOzy K,Cr,05.
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6.4. Cinética de induccion de MN y de la frecuencia de EPC por CrOg3
(hembras prefiadas)

Los resultados del estudio de los efectos de la CFL y de Cr (VI) en la gestacion
se muestran en el cuadro 15, en donde se observa que el incremento de los MN
se presenta s6lo a la hora 48 y que dicho incremento de MN en hembras
prefiadas es menor en comparacion con los observados en hembras sin prefar,
ya que como se observo en los cuadros anteriores el incremento en hembras
sin prefar fue entre 10 y 13 MN, mientras que para las hembras prefiadas es de
alrededor de 6 MN. Al calcular el NIF a estos datos el incremento de MN
inducido por el tratamiento del CrOg, resulta estadisticamente significativo para

los tres tiempos evaluados (figura 28).

Cuadro 15. Promedios de la frecuencia de PCE y lainduccién de MN en hembras
prefiadas tratadas con CrOz (x£de).

Tratamiento N Hora de EPC/ 1000 células MN/1000 células
CrOs (mg/kg) analisis
0 4 0 221.42 +51.16 0.98 + 0.79
4 24 175.04 + 32.33 0.36 + 0.45
4 48 162.64 + 58.34 0.61 + 0.63
4 72 191.66 + 88.35 0.48 + 0.03
20 4 0 282.16 + 41.86 1.25 +0.64
4 24 245.71 + 124.08 2.52+1.78
4 48 169.58 + 91.73 6.70 £ 5.52°
4 72 122.19 + 116.96* 234118

*: estadisticamente significativo p<0.05.
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Figura 28. Analisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN calculado para
10000 EPC cuando se administrd el CrO; a hembras prefiadas (*: estadisticamente
significativo p<0.05).

En la figura 29 se muestra la frecuencia acumulada de los MN evaluados
en el grupo tratado con el CrO3;. Como se puede observar hay un incremento

similar a lo largo de la curva.
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Figura 29. Frecuencia acumulada de lainduccion de MN en el grupo de hembras
prefiadas tratadas con 20 mg/kg de CrOs.
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En cuanto al efecto citotoxico, se observé que la frecuencia de EPC
disminuy6 con respecto al tiempo en tanto en el grupo testigo como en el
tratado con CrOg, sin embargo resulto estadisticamente significativo s6lo en el
grupo tratado (cuadro 14). Cabe mencionar que la variabilidad observada en las
muestras el grupo tratado con CrOs, no permiten identificar una clara diferencia
con respecto al grupo testigo (figura 30). La disminucion del EPC podria estar
relacionada con una respuesta citotoxica durante la gestacion a la manipulaciéon

de los organismos y a la administracion del CrOs.
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Figura 30. Frecuencia de EPC obtenida cuando se administré el CrO; a hembras prefiadas
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6.5. Efecto genotoxico y citotoxico del CrOz en los fetos.

El efecto del dafio genotoxico y citotoxico del CrO3z que fue medido mediante el
incremento de MN y la frecuencia de EPC respectivamente, también fue
evaluado en las crias de las hembras gestantes tratadas en el dia 15 de
gestacion. En el cuadro 16 se muestran los promedios de las frecuencias de
MN y de EPC analizados por grupo y por tiempo, en donde se puede observar
un incremento en el nimero de MN a partir de la hora 24, el cual es significativo
hasta la hora 72. Al calcular el NIF a los datos anteriores, el efecto significativo

del incremento de los MN persiste solo en la hora 72 (figura 31).

Cuadro 16. Promedios de la frecuencia de EPC y la induccién de MN en fetos
obtenidos de hembras tratadas con CrO;(x#de).

Tratamiento N Hora de EPC/1000 células MN/1000 células
CrOz(mg/kg) andlisis
0 16 0 812.28 + 73.90 2.96 + 0.42
16 24 775.07 + 36.47 2.10 £ 0.29
16 48 681.77 + 35.32 1.85+0.54
16 72 524.18 + 75.48" 2.48 +0.91
20 16 24 765.53 + 22.53" 3.44 +0.96
16 48 678.26 +52.11 3.65+1.80
16 72 521.31 + 138.67 4.11+0.94°

*: estadisticamente significativo p<0.05.
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Figura 31. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN en fetos,
calculado para 10000 EPC cuando se administré el CrO; a hembras prefiadas
(*: estadisticamente significativo p<0.05).

A los valores del incremento de MN en fetos obtenidos de las hembras
gestantes tratadas con los 20 mg/kg de CrOs, también se les calculd la
frecuencia diferencial en la induccion de MN (DIF). Este analisis consistidé en
restarles los valores respectivos de cada hora del grupo testigo a los tratados.
La intencion de analizar los datos de esta forma fue para “eliminar” la induccién
de MN espontanea, asumiendo que los MN evaluados a las diferentes horas en

el grupo testigo, es la induccion basal durante el experimento.

DIF = valor observado en grupo tratado en la h; — valor obtenido en el grupo testigo h;

Donde:

i =tiempo de evaluacion
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En la figura 32, se muestra el comportamiento de los datos cuando se les
realizo el DIF, en esta se puede observar que la maxima induccion se presenta

desde a las 48 horas después del tratamiento.
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Figura 32. Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN en fetos, calculado para 10000
EPC cuando se administro6 el CrO; a hembras prefiadas.

En cuanto a la citotoxicidad se observo que el EPC disminuye conforme
transcurre el tiempo de gestacion, lo cual resulta estadisticamente significativo
para cada uno de los tiempos de andlisis tanto en el grupo testigo como en el
tratado. En la figura 35 se muestra el comportamiento de los datos cuando se
les realiz6 el analisis exploratorio, como se puede observar a pesar de la
variabilidad hay una tendencia a disminuir de la frecuencia de EPC con el
tiempo, lo cual permite sugerir que el efecto observado se debe al desarrollo
fetal mas que al tratamiento del CrOs. De igual manera, se puede observar que
no existe desplazamiento de las cajas para ninguna de las horas de los grupos

tratados con respecto a los testigos (figura 33).
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Figura 33. Analisis exploratorio del EPC en sangre periférica fetal de los grupos testigos
y tratados. Testigos: a) dia 15, b) dia 16, c) dia 17, d) dia 18. Tratados: e) dia 16,
f) dia 17, g) dia 18.

6.6. Efecto de la CFL sobre el dafio genotéxico del CrO; en hembras
prefiadas

Una vez establecidos los efectos del CrO3; en la gestacion, se combinaron los
tratamientos de CFL y CrOs. En el cuadro 17 se muestran los promedios de las
frecuencias de MN y de EPC, en donde se observa que la administracion por si
sola de CFL no altera el numero de MN en las hembras gestantes, mientras
gue, el dafio genotdxico inducido por el CrO3 persiste en las hembras prefiadas.
El tratamiento con CFL previo a la inyeccion de CrOs, al parecer no protegié a
las 48 horas del incremento de MN en las hembras.
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Cuadro 17. Promedios de la frecuencia de PCE y lainduccion de MN en
hembras prefiadas tratadas con con CFL y CrO; (x#de)

Tratamiento Hora de N EPC/1000 células MN/1000
(20 mg/kg) analisis células
Testigo 0 22 52.28+17.22 1.59+1.10
24 5 43.40+4.28 0.80+0.84
48 5 51.40+20.73 1.40+0.89
72 5 48.00+10.48 1.40+0.55
CFL 24 5 52.40+16.90 0.40+0.89
48 5 41.60+20.11 0.20+0.45
72 5 67.40+32.43 0.80+1.30
CrO, 24 5 50.60+19.34 4.8+0.84
48 5 38.2649.14 6.80+7.46
72 5 29.80+13.91* 4.80+6.30
CFL-CrO; 24 7 46.85+19.52 3.00+1.73
48 5 50.40+26.18 6.20+2.68"
72 5" 34.20+7.12 3.40+2.51

*-estadisticamente significativo, p< 0.05. * Hubo muerte de dos hembras.

Como se observa en el cuadro 16, la combinacion de ambos tratamientos

(CFL y CrOg) indujo muerte en dos hembras de este grupo, ademas de que

mostraron signos de toxicidad como el pelo erizado, diarrea y dificultad de

movimiento, esta situacion no se habia observado antes en los grupos de

hembras sin prefiar cuando se combinaron los tratamientos. Particularmente

para este grupo se incremento el nimero de hembras tratadas con el fin de

poder efectuar un analisis mas confiable.

De igual manera a los valores de MN obtenidos se les calculé el NIF

(figura 34) y al resultar estadisticamente significativa la induccion de MN en los

grupos CrO3 y CFL-CrOs, se confirma que la CFL no disminuye la frecuencia de

MN inducidos por el CrO3z en hembras gestantes.



Efecto de la clorofilina sobre el dafio genotdxico y teratégeno del Cr (VI)

70

60 -

50 ab a,b

Frecuencianetade lainduccion de MN

48 72

Horas

m Testigo m CFL m CrO3 O CFL-CrO3

Figura 34. Anédlisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN en hembras prefiadas,
calculado para 10000 EPC cuando se administrd la combinacién de los tratamientos de
CFLy CrO; (% vs testigo; : vs CFL-CrOs, en todos los casos p<0.05).

En la figura 35 se muestra el comportamiento de la frecuencia de EPC en
hembras prefiadas cuando se combinaron los tratamientos. Como se puede
observar en los grupos tratados con CrO3; y CFL-CrO3; hay una disminucion de
la frecuencia de EPC a las 72 horas postratamiento, sin embargo al haber tanta
variabilidad en este parametro no resultan ser estadisticamente significativas,
por lo que no hay un claro efecto del CrO3 sobre la citotoxicidad en hembras

gestantes.
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Figura 35. Seguimiento del comportamiento de la frecuencia de EPC en las
hembras prefiadas tratadas con CFL y CrOa.

6.7. Efecto de la CFL sobre el dafio genotdoxico en fetos obtenidos de
hembras tratadas con CrOs.

En el cuadro 18 se muestran las evaluaciones de las frecuencia de MN y de
EPC en los fetos obtenidos a las 72 horas después del tratamiento de 20 mg/kg
de CrO3 a sus madres. Como se puede observar la CFL por si sola ho modifico
el nimero de MN con respecto al grupo testigo. En los fetos obtenidos de las
hembras tratadas con el CrO3; se incremento el nimero de MN, mientras que la
frecuencia de MN se disminuy6 en el grupo de fetos obtenidos de las hembras

gue fueron tratadas con CFL antes de la administracién del CrOs.
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A partir de estos resultados y los obtenidos en las hembras gestantes se
puede decir que la CFL no es capaz de proteger del dafio al ADN a las hembras
prefiadas pero si a sus crias. Esto podria estar relacionado con la distribucién
entre madre y feto de la CFL, de donde, la concentracion que llega a la madre
no fue la suficiente para proteger totalmente el incremento de dafio genotéxico,
en cambio la que llego al feto si fue la suficiente para protegerlo del incremento
de MN inducido por el CrOs.

Cuadro 18. Promedios de la frecuencia de PCE y la induccién de MN en
fetos obtenidos de hembras prefiadas tratadas con CFL y CrO; (x#de)

Tratamiento N EPC/1000 MN/1000
células xtde células xtde
Testigo 38 143.68+58.19 2.81+1.43
CFL 40 159.10+59.20 2.60+2.04
CrOs 28 149.25+48.00 5.214+2.80
CFL-CrOs 16 199.87+23.03 3.75+1.69

* . estadisticamente significativo, p<0.05.

Al calcular el NIF a los datos anteriores (figura 36) persiste el incremento
de MN inducido por el CrO3 y la disminucién de este efecto con la combinacién

de los tratamientos (CFL y CrOg).
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Figura 36. Frecuencias de MN en los fetos obtenidas de hembras tratadas
con CFL y CrOs. Datos calculados mediante la diferencia de los valores del grupo
testigo y tratados (*: significativo con una p<0.05).

En cuanto a la citotoxicidad se puede observar que aunque hay un
incremento en la frecuencia de EPC en el grupo en el cual se combinaron los
tratamientos de CFL y CrOsz; (cuadro 18), no resulta estadisticamente

significativo. Este efecto se puede ver mas claramente en la figura 37.
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Figura 37. Seguimiento del comportamiento de la frecuencia de EPC en los fetos
obtenidos de las hembras prefiadas tratadas con CFL y CrOs.

6.8. Efecto de la CFL sobre el dafio causado por el CrO3 en el desarrollo
fetal

En el Cuadro 19 se describen las camadas antes de su nacimiento cuando se
administraron los tratamientos de CFL y CrO3;. Se observa que el tratamiento
con 20 mg/kg de CrOjz induce muerte fetal, mientras al grupo que se le
administraron 20 mg/kg de CFL no se afecto ninguno de los parametros
evaluados. Cuando se combinaron los tratamientos (CFL y CrOs), se
incrementd el efecto fetoletal observado con la aplicacion sola del CrOgs, este

efecto tal vez fue ocasionado por la toxicidad materna descrita anteriormente.
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Cuadro 19. Comportamiento de las camadas obtenidas a la hora 72
postratamiento (x#de)

Testigo CFL CrOg CFL-CrO4

No. Hembras 5 6 5 7

Implantes/Hembra 14.80+2.48 14.50+2.34  13.40+1.74 14.60+4.21

Fetos Vivos 13.00+1.87 13.00+4.33 8.00+5.19 2.00+4.47 *
Fetos Muertos 0.00+0.00 0.00+0.00 2.80+4.02* 4.00+8.94 *
Reabsorciones 1.60+1.81 1.50+2.25 2.60+3.43 8.60+8.17 *

*: estadisticamente significativo, p<0.05.

En el cuadro 20 se muestran las observaciones realizadas al analizar
externamente a los fetos obtenidos a la hora 72 después de los tratamientos a
hembras gestantes con CFL, CrOs; 6 CFL- CrOs. En los fetos obtenidos del
grupo de hembras tratadas con CFL, no se presentan alteraciones externas. El
CrO3 increment0 alteraciones como hematomas, braquidactilia, cola en gancho.
La administracion previa de la CFL a la del CrO3 disminuye la aparicién de las
alteraciones del desarrollo observadas con el tratamiento del CrO3 so6lo, estos

datos hacen suponer que la CFL tiene efecto protector en el desarrollo fetal.
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Cuadro 20. Alteraciones externas en los fetos obtenidos ala hora 72 postratamiento

Testigo CFL CrO; CFL-CrOg
No. Camadas 5 6 5 2
No. Fetos 66 79 44 30
Fetos 8 5 13* 4
Alterados (%) (12.12) (6.32) (29.54) (13.33)
Extremidades 2 2 2 1
Anteriores (%) (3.03) (2.53) (4.5) (3.3)
Extremidades 6 3 7* 1
Posteriores (%) (9.09) (3.03) (15.90) (3.3)
Parpados Abiertos 0 0 0 0
Hematomas 0 0 4* 2
(%) (9.09) (6.6)
Deformacion en Cola 0 0 4% 0
(%) (9.09)

*: estadisticamene significativo, p<0.05.

En la figura 38 se muestran algunos ejemplos de las alteraciones

externas que fueron observadas en los fetos obtenidos de las hembras tratadas
con CrQOs.
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(a)

(b)

Figura 38. Malformaciones externas observadas en los fetos obtenidos de las
hembras prefiadas tratadas con CrOs: a) pata mal rotada y cola en gancho; b) extremidad
anterior acortada.

En el Cuadro 21 se muestran las frecuencias de las alteraciones
esqueléticas analizadas en los fetos obtenidos de hembras tratadas con CFL y
CrO3. Se puede observar que la CFL no modificé el desarrollo esquelético en
cuanto a lo evaluado en este estudio. El CrO;z alterd el desarrollo esquelético
fetal mediante el incrementé el nimero de alteraciones. A diferencia de las

alteraciones externas, en el grupo en el cual se combinaron los tratamientos de
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CFL y CrOg3, algunas alteraciones persisten tales como el grado de osificacion
de los huesos (falanges, esternebras, craneo, vértebras, etc.). Esto nos hace
suponer que la CFL es capaz “proteger”’ sé6lo de algunos tipos de alteraciones
inducidas por el CrOs. En las figuras 39, 40 y 41 se muestran algunos ejemplos

de las alteraciones observadas en esqueleto.

Cuadro 20. Alteraciones esqueléticas en los fetos obtenidos a las 72 horas
postratamiento

Testigo CFL CrOg3 CFL-CrO4
No. Camadas 5 6 5 2
No. Fetos 66 79 44 30
Fetos 38 47 31 25
Alterados (%) (57) (59) (70) (83)
Extremidades 1 0 18* 15*
Anteriores (%) (1) (41) (50)
Extremidades 1 0 18* 17*
Posteriores (%) (1) (41) (56)
Créaneo 0 2 15* 11*
(%) (2.53) (34) (36)
Columna 0 0 6* 3
(%) (14) (10)
Costillas 20 23 28* 4
(%) (30.30) (29.11) (64) (10)
Cola 0 0 11+ 7
(%) (25) (10)
Esternebras 34 22 16 20
(%) (51.51) (27.84) (36) (67)

*: estadisticamente significativo, p<0.05.
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L

Figura 39. Malformaciones esqueléticas observadas en los fetos obtenidos de las
hembras prefiadas tratadas con CrOj;: a) se observan malformaciones multiples
en la columna; b) esterndn donde se observa falta de osificacion en la sexta
esternebra, ausencia de la quinta y cuarta esternebras y la tercera presenta
forma de pesa.

a) b)

Figura 40. Malformaciones esqueléticas observadas en los fetos obtenidos de las
hembras prefiadas tratadas con CrQOg: a) falta de osificacion del hueso parietal e
interparietal; b) ausencia de las falanges proximales y distales asi como las
vértebras caudales.
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Figura 41. Alteraciones esqueléticas
observadas en los fetos obtenidos de
las hembras prefiadas tratadas con
CrOgz: a) una costilla rudimentaria y b)
costillas acortadas.
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7. DISCUSION

En los resultados de este trabajo se observo que los efectos de la CFL sobre el
dafio genotéxico inducido por el Cr (VI) dependen de de la via de administracion
(i.p. u oral), del protocolo (hembras sin prefar, prefiadas u organismos en
desarrollo fetal) y del compuesto empleado (CrO3 6 K,CrOy) (figura 42).

Antes de evaluar los efectos de la CFL sobre el dafio genotdxico y
teratdgeno del Cr (VI) se establecié la cinética de induccion de MN, ya que se
ha planteado que el estudio de la cinética y la actividad genotoxica es de
especial interés para interpretar los estudios sobre genotoxicidad in vivo, y que
la induccién de MN en EPC de sangre periférica depende de parametros como:
i) el efecto del agente sobre la division celular, ii) la farmacocinética del agente,
incluyendo los requerimientos de la activacion metabdlica y iii) el mecanismo de

induccion de MN (Vallarino-Kelly y Morales-Ramirez 2001).

7.1. Cinética y origen MN inducidos por Cr (VI)

La administracién de los compuestos de Cr (VI) a hembras de raton sin prefar y
prefiadas, indujo dafio al ADN evidenciado mediante el incremento de la
frecuencia de MN. Estos datos concuerdan con estudios previos en los que se
habia descrito que los compuestos de Cr (VI) inducen dafio genotéxico (Bianchi
y Levis, 1988; IARC, 1990; De Flora et al., 1990; O Brien et al., 2003). El
mecanismo por el cual el Cr (VI) indujo dafio puede estar relacionado con el
estrés oxidativo, ya que aunque se ha descrito que el Cr (VI) no es capaz de
causar dafo directo al ADN, una vez que este atraviesa la membrana celular es
reducido hasta Cr (Ill). Como resultado de esta reduccién se generan EROs,
gue interaccionan con el ADN (Stearns y Wetterhahn 1994; Stearns et al., 1995;
Fernandez et al., 1999; O'Brien et al., 2003) y Cr (lll) que interacciona con el
ADN, aminoéacidos simples, proteinas y ARN (Tsapakos y Wetterhahn 1983;
Miller et al.,1991; Voitkun et al., 1994;1998; Zhitkovich et al., 1996; 2001).
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Figura 42. Resumen de resultados de los efectos de la CFL sobre el dafio genotéxico inducido por Cr(VI)
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El hecho de que se haya observado un incremento temprano de MN
(hora 12) cuando se establecio la cinética de induccién de MN, hizo suponer
gue este dafio tenia un origen diferente a la clastogénesis. En nuestros
resultados hubo células que presentaron mas de un MN, ademas de que
algunos de los MN eran grandes, lo que apoy¢ la idea de que eran originados
por dafio aneuploidégeno. En un estudio hecho por Vanderkerken et al., (1998),
mostraron que cuando hay un incremento en el nimero de MN con centrémero,
hay también un incremento en el nimero de MN grandes. Por lo tanto, el
tamafio de los MN puede dar indicios del tipo de dafio inducido. De igual
manera se ha observado que cuando se administran aneugenos es notorio el
incremento en el nimero de células con mas de un MN (Nath y Ong, 1990;
Rosefort et al., 2004).

Sin embargo, al desarrollar el protocolo para evaluar la presencia de
centromero (sefal) en los MN observados en la hora 12, se identificaron MN
con y sin sefal, esto se puede explicar de la siguiente manera:

1. Los MN con sefial observados fueron inducidos por dafo
aneuploidégeno. Esta via de induccién de dafio ya ha sido descrita para los
compuestos del Cr (VI), los cuales inhiben la polimerizacion durante la division
celular (Gunaratnam y Grant 2004; Rudolf et al., 2005).

2. Los MN observados sin sefial son resultado de rompimientos de
cadena doble del ADN, los cuales al ser eventos S independientes podrian
explicar el dafio temprano del Cr (VI) (Wakeman et al., 2004; Xie et al., 2005).

En cuanto a los MN observados en la hora 48, se incrementaron tanto los
que presentaban sefial, como los que no la tenian, esto se puede deber
simplemente al dafio acumulado, previamente descrito, y por el dafio
clastégeno inducido posteriormente, el cual esta bien documentado (Vernier et
al., 1982; Wise et al., 1994; Balansky et al., 2000).
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Una ventaja de este ensayo, es que se puede saber el origen de los MN
al ser discriminados visualizando el cinetocoro marcado, ya que estos, son
generados como una consecuencia de dafio a la estructura del cromosoma o
por una distribucion incorrecta de los cromosomas (Henning et al., 1988; Lynch
y Parry, 1993).

7.2. Efecto de la CFL sobre el dafio genotéxico del Cr (VI)

a) hembras sin prefar

Partiendo de los estudios en los que se ha observado que es posible modular el
efecto de agentes inductores de dafio al ADN mediante la administracion previa
de agentes antimutagenos (Chorvatovicova, et al., 1991; Alves, 2000; Carlisle et
al., 2000; Fernandez et al., 2000), en este estudio se evaluo el efecto de la CFL
sobre la induccion de dafio genotoxico del Cr (VI).

Al administrar la CFL a hembras sin prefiar por via i.p. y oral, se observo
que no incrementa el numero de MN, lo cual concuerda con los datos
reportados previamente (Sen et al., 1991; Sarkar et al., 1996; Bez et al., 2001).
Cuando se combinaron los tratamientos de CFL y Cr (VI) se observé que la CFL
administrada de forma i.p. reduce sélo la frecuencia de MN inducidos por el
CrO3 en la hora 12, no asi de la observada en la hora 48, a partir de esto se
plantea que la CFL administrada por esta via, tiene efecto sélo sobre los MN
originados de manera temprana y dado que parte de estos MN son originados
por dafio aneuploidégeno, cabe la posibilidad de que la CFL sea capaz de
proteger de este tipo de dafio, lo cual ya fue previamente descrito por Verma et
al.,, (1996) quienes encontraron evidencias de proteccion del dafo
aneupliodogénico.

Cuando se administrd la misma dosis de CFL por via oral, la disminucién

en el numero de MN se presento tanto en la hora 12 como en la 48, por lo que
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se puede decir que la via de administracion de la CFL juega un papel
importante en sus mecanismos de proteccion, esto concuerda con las
observaciones de Bez, et al., (2001) quienes también observaron que
dependiendo de la ruta de administracion de la CFL era la capacidad de
proteccion de la misma.

Al probar el efecto del K,CrO7, se observé que este, a diferencia del CrO3
tiene un menor efecto genotoxico, ya que el incremento en el numero de MN fue
menor (menos del 50% de induccién), por lo que no fue cuantificable el efecto
temprano de induccion de dafio (12 horas), estos datos coinciden con lo
encontrado por Mirsalis et al., (1996) y Gbémez-Arroyo (1981), quienes
observaron un bajo incremento de AC e ICH respectivamente al evaluar el
dafio después del tratamiento con K,CrOs.

Al administrar la CFL previamente al tratamiento con K,CrO-, se observo
que disminuye significativamente los MN observados en la hora 48, esto
concuerda con los trabajos de Sarkar et al., (1996) quienes si habian
encontrado proteccion de dafo en la hora 24. A partir de estas observaciones
se puede decir que la actividad protectora de compuestos como la CFL no
puede ser generalizada y depende directamente del tipo o clase de agente
inductor de dafio al ADN y de la toxicidad del mismo.

Es posible que el mecanismo de proteccion de la CFL esté relacionado
con su actividad antioxidante y por la captura de radicales libres de oxigeno que
causan dafio al ADN, en contraparte con el elevado potencial oxidante de los

compuestos de Cr (VI) que inducen dafio mediante EROs.

b) hembras prefiadas y fetos
En este trabajo se consideraron hembras sin prefar, prefiadas y fetos, como
modelos de estudio. La idea de usar estos tres modelos fue con el objeto de

evaluar los efectos de la CLF sobre el dafio genotoéxico y teratdgeno del Cr (VI),
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con el fin de establecer si los “mismos posibles” mecanismos de proteccion
persisten durante la gestacion tanto en las madres como en sus crias.

En las hembras prefiadas, la administracion de CrOs; en el dia 15 de
gestacion induce dafio genotdxico al igual que en sus crias, sin embargo, estos
incrementos en el nimero de MN son menores en comparacion con el efecto en
las hembras sin prefiar. La disminucién de las frecuencias de MN puede estar
relacionada con el hecho de que parte del compuesto pueda pasar a los fetos,
lo que traeria como consecuencia una disminucion de la concentracion del
compuesto en la sangre de la madre. Esto ya ha sido descrito por Ferm et al.,
1969; Danielsson et al., 1982 y Trivedi et al., 1989 los cuales observaron que
algunos compuestos del Cr (VI) son capaces de atravesar la barrera placentaria
y depositarse en los fetos. De ahi que se plantee que dosis bajas de Cr (VI)
pueden causar dafio moderado al ADN, que puede ser reparado, sin embargo,
dosis altas pueden producir dafos irreparables al ADN que pueden, incluso,
conducir a apoptosis (O"Brien et al., 2003).

El tiempo en el cual se observé la mayor induccibn de MN en las
hembras prefiadas, fue en la hora 48 después de la administracion del CrOs, lo
cual concuerda con los estudios realizados con hembras sin prefiar (Garcia-
Rodriguez et al., 1998; 2000; 2001), esto hace suponer que la gestacion no
modifica los tiempos en los cuales se detecta induccion de dafio al ADN.

En los fetos es posible evaluar dafio genotoxico mediante el analisis de
los MN (Giavini et al., 1990; Ishikawa et al., 2001). La importancia de evaluar
MN durante la gestacion se basa en diversas observaciones en las que un
incremento en la pérdida de cromosomas (dafio aneuploidogénico) o parte de
los cromosomas (dafio clastdogeno) estd relacionado con enfermedades
genéticas en el recién nacido. Por ejemplo, se ha encontrado que el 1.61% de
los nacimientos presentan alteraciones y que el 10.8% de estas alteraciones
pueden estar relacionadas con dafio aneuploidogénico (Sankaranarayanan,
1979; Herndndez et al., 1990). Por otra parte hay antecedentes de que es
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posible proteger fetos del dafio al ADN con agentes antioxidantes como el acido
ascorbico (Pillans et al., 1990).

El incremento de MN en las crias de las hembras tratadas con CrOs,
puede estar relacionado con el hecho de que los compuestos de Cr (VI) pueden
atravesar la barrera placentaria en hembras prefiadas (Trivedi et al., 1989;
Kanojia et al., 1996; 1998; Saxena et al., 1990; Elsaieed y Nada 2002).

Cuando se administrd la CFL por via i.p previa a la aplicacion del CrOs,
se observo que si bien se reduce el numero de MN, esta reduccidon no es
significativa, por lo que se puede decir que la CFL no protege del dafio
genotoxico a las hembras tratadas con CrO3; en el dia 15 de gestacion. No asi
en los fetos, en donde se observo que el tratamiento previo de la CFL a la
aplicacion del CrO3 en las madres, disminuye el nimero de MN inducidos por el
metal en la hora 72. Estas observaciones hacen suponer que al redistribuirse la
CFL entre la madre y sus crias, posiblemente la CFL no es la suficiente para
proteger a la madre pero si a sus crias.

Una de las posibles explicaciones para estos resultados del dafo
causado por el CrO3 en hembras prefiadas seria que el CrO3 se distribuy6 entre
la madre y los fetos, por lo que la concentracion del agente genotéxico fue
menor y por lo tanto la induccion de dafio disminuyé en comparacion con
nuestros estudios anteriores, donde no empleamos hembras gestantes.
Posiblemente lo mismo ocurre con la CFL lo cual explicaria su menor proteccion
del dafio genotoxico en las hembras prefiadas.

Cabe aclarar que cuando se combinaron los tratamientos de CFL y CrOs3
en las hembras prefiadas hubo muerte materna, esto nos hace sugerir que
dada la condicion de prefiez se incrementa la toxicidad materna (Khera, 1991)
la cual puede estar relacionada con cambios en la homeostasis de las hembras
prefiadas que pueden ser hormonales, de la reserva de nutrientes, metabdlicos
etc. (Saxena et al., 1990; Murthy et al., 1996; Elbeteiha y Al-Hamood 1997,
Kanojia et al., 1998 ; Cheng et al., 2002).
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7.3. Efecto de la CFL y Cr (VI) sobre la citotoxicidad

Se ha descrito que el efecto citotoxico puede ser determinado por la reducciéon
de la frecuencia de EPC, por lo que se ha sugerido evaluar la relacion de EPC
con respecto a los ENC (Vallarino-Kelly y Morales-Ramirez 2001). En la figura
43 se muestra el resumen del analisis de la frecuencia de EPC, en donde se
puede observar que en las hembras sin prefiar no hubo efectos en los grupos
gue se administré el Cr (VI) al compararse con el grupo testigo. Estos datos
apoyan lo reportado previamente por Mirsalis et al (1996) quienes no
observaron cambios en la relacién entre EPC y ENC. Cabe mencionar que se
ha sugerido tomar con reserva este tipo de datos para considerar la
citotoxicidad, ya que cuando se presenta toxicidad en la eritropoyesis, pueden
activarse también los mecanismos de division celular y por lo tanto
enmascararse el efecto (Khrisna y Hayashi, 2000).

En las hembras prefiadas a diferencia de las hembras sin prefar si hubo
una disminucion de la frecuencia de EPC a las 72 horas después del
tratamiento con CrQOs;, éstas observaciones permiten sugerir que los efectos
citotoxicos podrian depender de la condicion endocrina de los animales,
partiendo de que se ha descrito que los compuestos de Cr (VI) pueden alterar
los procesos reproductivos (Cheng et al., 2002).

En los fetos se observd una disminucion de la frecuencia de EPC tanto
en el grupo tratado como en el testigo, por lo que se sugiere que la disminucion

se debe al desarrollo fetal y no a los tratamientos.

7.4. Efecto de la CFL sobre las alteraciones del desarrollo inducidas por
CrOs3

En la figura 44 se muestra un resumen de los resultados de este trabajo con
respecto a los efectos de la CFL sobre las alteraciones del desarrollo inducidas
por el Cr (VI).
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Uno de los resultados mas frecuentes observados después de la
exposicion a agentes toxicos durante la gestacion es la induccion de
malformaciones, sin embargo en muchos estudios se reporta muerte y por lo
tanto no se pueden evaluar efectos en el recién nacido. Se ha planteado que
muchas de las muertes embrionarias y fetales estan correlacionadas con dafio
genotoxico (Giavini et al., 1984; Kola et al., 1986; Ornaghi et al., 1989).

Las observaciones en cuanto a las alteraciones del desarrollo descritas
en este estudio coinciden con las previamente reportadas para los compuestos
de Cr (VI) (Elbeteiha y AL-Hamood, 1997; Kanojia et al., 1998). Los efectos
directos del Cr (VI) pueden ser atribuidos a su accion directa sobre el tejido
fetal, ya que se ha observado que al ser acumulado el Cr en este tejido puede
conducir a la muerte y por consecuencia inducir la presencia de reabsorciones
(Danielsson et al., 1982; Elsaieed y Nada 2002).

La administracion previa de la CFL al tratamiento con CrOj, redujo
significativamente las alteraciones externas. Estos resultados nos hacen
suponer una relacion entre los mecanismos de induccién de dafio genotéxico y
teratdgeno. Hasta el momento el Unico trabajo realizado en la gestacion con
CFL para estudiar una posible proteccion, es el realizado por Singh et al.,
(1996) en el cual se evalué el efecto de la CFL en la leche materna, ellos
observaron que la CFL ayuda a la detoxificacion de los agentes inductores de
dafo en el neonato ( Singh et al., 1996).

Por otra parte ya se ha descrito que sustancias como el “ginseng”
pueden reducir los efectos mutagénicos y teratogénicos causados por los
compuestos del Cr (VI) (Elsaieed y Nada 2002).

Como se describié anteriormente la CFL no presentd la misma proteccion
en todos los protocolos evaluados en este estudio. El hecho de usar varios
protocolos fue considerado con base en las observaciones previas en las que

se planteaba que la protecciéon de la CFL depende de factores como: el sistema
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de estudio, el modelo, la via de administracion, el agente y la dosis entre otros.
Nuestros resultados apoyan estas observaciones.

Finalmente, se puede decir que el uso de anticarcindbgenos vy
antimutagenos resulta una estrategia atractiva para el tratamiento y prevencion
de enfermedades relacionadas con el dafio al ADN. La CFL al mostrar
capacidad inhibitoria de dafio genotoxico en diferentes ensayos, se ha
empezado a probar en el tratamiento y la prevencién de algunos tipos de cancer
con organismos in vivo, como lo son la trucha arcoiris, la rata y el raton. Los
resultados han sido tan alentadores que estas mismas pruebas se han iniciado
en humanos con buenos resultados. Sin embargo, es necesario continuar con
las investigaciones de dosis-respuesta para asi garantizar la supresion en la
promocién del cancer, aunado a la investigacion basica que apoye las

estrategias para sus aplicaciones.
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8. CONCLUSIONES

Vi.

Vii.

viii.

Los MN gue se forman en respuesta al tratamiento con CrOgs, tienen
diferentes vias de induccién y la CFL tiene efecto sélo sobre los MN

originados de manera temprana.

La via de administracién de la CFL juega un papel importante en sus

mecanismos de proteccion.

La proteccion de la CFL esta relacionada con el agente inductor de dafio

y con la toxicidad del mismo.

La administracion de CrO3; en el dia 15 de gestacion induce dafo

genotoxico en hembras prefiadas y en sus crias.

El efecto genotodxico inducido por el CrO3; es mayor en las hembras sin

prefiar que en las hembras gestantes y en los fetos.

La CFL protege del dafio genotoxico en los fetos obtenidos de hembras
tratadas con CrOs en el dia 15 de gestacién, pero no a sus madres.

La condicion de gestacion afecta la proteccion del dafio genotoxico de la

CFL en las hembras.

El CrO3; induce de manera marginal malformaciones externas vy

esqueléticas en los fetos.

La CFL solo reduce las alteraciones externas en los fetos de hembras

tratadas con CrOs.
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Es posible que exista una relacion entre los mecanismos de induccién de

dafio genotéxico y teratégeno del CrOs.

Es posible emplear sustancias tales como la CFL para proteger del dafio

genotoxico y teratdgeno durante la gestacion.
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Abstract

The effect of chlorophyllin on micronucleated polychromatic erythrocytes (MN-PCE) induction by chromium thoxide
(CrO;} exposure in peripheral blood of mice was studied. Animals were treated with a single intraperitoneal dose of chioro-
phyliin (CHL} (20 mg/kg), CrOy (20 mg/kg), and CHL (20mg/kg) 4 h before (CHL-CrO-} or 4h before and 20h afier
chromium treatments (20 mg/kg; CHL-Cr(O;—CHL). Peripheral blood samples were drawn from the cawdal vein at 0, 12 and
48 h, and analyzed by the acridine orange (AO) technique. The results obtained in present study shown that CHL injection
did not modify the number of MN-PCE. CrO; treatment resulted in a signiticantly increases 12 and 48 h after the injection,
reaching a four-fold increase 48 h afier CrO; administration. Whereas treatment with 20mg/kg of CHL prior to chromium,
dcereased the WMIN frequency induced by chromium in the 2 h samples. When the samples were analyzed 48 h afier Cr(0s
injection, no significant differences between CHL—CrO; and CHL—CrO3-CHL in comparison with CrO3 treatinent, were
observed. These results indicate that increase of MN-PCE by CrO; is CHL-blocked in both protocols used (CHL—CrO5 and
CHL—Cr03—CHL) at |2 h after treatment, but il was unable to modify the frequency of MN-PCE measured 48 h after Cr0;
injection. The absence of a protective effect by CHL in the MN-PCE induction by CrO3 at 48 h, show that CHL has action
only on one of the times of MN induction and suggesis the possible action of CrOj by two different mechanisms, and not by
CHL time-limiled in vivo. © 2001 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Kevwords: Chlorophyllin, Chromium trioxide; Antimulagenic; Clastogen: Micronucleus

1. Intreduction

Exposure of human populations (o different
environmental genotoxic agenls has generated con-
siderable atiention in the use of dietary supplements
particularly plant and plant products, following the
report of an inverse cormrelaticn bétween the con-
sumption of vegetables and incidence of cancer
[1-3]. Great efforis have been made to identify these
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chemicals and complex mixtures thal can inhibit
or reduce lhe mutagenicity and carcinogenicity of
industrial chemicals and environmental pollutants.
Chlorophyllin (CHL), a Na and Cu salt of chloro-
phyll, is a common component of most planl materi-
als, and It has been identified as the active factor in
extracts from various types of plant responsible for in-
hibiting the mutagenic action of a multitude of chem-
icals in various short-lerm bioassays [4-7). The CHL
antimulagenic and anticarcinogenic activity has been
demonstraled on live organisms without causing toxic
effects [8,9], and a comparative study showed thal
CHL is a more effective antimutagen than retinol,

1383-5718/01/% - see (ront maller © 2001 Elsevier Science B.Y. All righls reserved.
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B—carolene, Vitamins C and E against certain dielary
and environmental complex mixtures in the Ames
Salmonelia microsome assay [10]. The probable
mechanisms of action of CHL are scavenging of free
radicals [11,12], suppression of metabolic activation
[13—15], and complex {ormation with promutagens or
reactive moieties [14,16].

Cytotoxic effects of metals are receiving increasing
attention because some of them are potential mula-
gens, carcinogens and teratogens. Chromium (Cr) is
a widespread toxic metal ion present in industrial
effluents and wastes. The genotoxic effects of Cr
compounds have been extensively siudied by using
different biological systems and genetic endpoints,
as reviewed by De Flora et al. [17]. Nevertheless,
the different adverse health effects linked with its
exposure, as well as the diverse cellular and molec-
ular effects, makes the study of chromium toxicity,
genotoxicity and carcinogenicity very inleresting and
complex [18].

The toxic and carcinogenic effects of chromale have
been attributed 10 Cr(VI) compounds, which readily
cross the cell membranes and enter the cells, being
reduced through reactive intermediates to Cr(V), (IV}
and the more stable Cr(II1), by intracellular reductants,
such as ascorbate, glutathione and NADPH-dependent
flavoenzymes. This reduclion process also causes the
generation of reactive oxygen species (ROS) via Fen-
ton or Harber-Weiss type reactions including DNA
damage and lipid peroxidation. The toxic and car-
cinogenic effect of Cr(VI} may be partially associated
with the production ROS [19]. Therefore, therapeutic
agent that enhance intra- and extra-cellular antiox-
idant levels and block Cr(VI}mediated generation
of ROS may prevent or attenuate Cr{VI)-induced
toxicity and carcinogenesis.

There is evidence that CHL reduces the clastogenic
effects of some inorganic metal salts with clastogenic
activity, like cesium chloride [20], cobalt chioride
f21], and mercuric chlcride [22]. CHL also protects
against Lthe mutagenic effects of Cr{VI) oxide in so-
matic cells of Drosophila [23] and bone marrow of
mouse [11]. As part of our research program to eval-
vate CHL chemopreventive or chemoprotective po-
tential and its underlying mechanisms, in the present
study, the ability of CHL to reduce the MN-PCE in-
duction by CrOs in peripheral blood polychromatic
erythrocytes of mice was evaluated.

2. Maierials and methods
2.1, Chemicals

Unless otherwise indicated, all test chemicals and
reagents were oblained from Sigma Chemicals Co.
(St. Louis, MO, USA). CHL [CAS No. 110006-34-1],
Cr0; [CAS No. 1333-82-0], and AO [CAS No.
10127-02-3}.

2.2, Animnals

Two- 10 three-month-old CD-1 female mice of
28-30g were used in the experiments. The animals
were bred and maintained in plastic cages under
controlled conditions of temperature and light—dark
periods, and given Harlan chow for small rodents and
water ad libitum.

2.3. Treatments

Working solutions of CHL and CrO; were prepared
in distilled waler and immedialely injected iniraperi-
toneally (i.p.) in appropriate volumes.

The animals were aliotted at random to one of the
following groups.

Animals injected with vehicle (control group).
Animals injected with 20 mg/kg of CHL.

Animals injected with 20 mg/kg of CrQOs;.
Animals injected with 20 mg/kg of CHL and 4h
later with 20 mg/kg of CrOa (CHL-Cr(; group).
5. Animals injected with 20 mg/kg of CHL, 4 h later
with 20 mg/kg of CrO; and 20 h later with 20 mg/kg
of CHL (CHL—Cr33—CHL group).

Ealb

Blood samples were obtained by piercing a lail
blood vessel at 0, 12 and 48 h after CrO5 Lreatment.
Blood samples for control and CHL groups were taken
at same hours.

2.4. Micronucleus analysis

Preparations of AO-coated glass slides and pe-
ripheral blood cells were performed as described
previously [24]. Collected blood was placed in the
center of an AQO-coated glass slide and covered
with a 24mm x 40 mm coverslip. AO supravitally
stained erythrocytes were examined by fluorescence
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microscope with a blue excitation and a yellow barrier
filter. The frequencies of micronucleated polychro-
malic erylhrocytes (MN-PCE) were recorded based on
2000 cells per mouse. The frequency of polychromalic
erythrocyles in 1000 erythrocytes was also recorded.

Data were compared by one-way variance analysis
(ANOVA), and Tukey HSD tests [25] using 1he statis-
tical package SPSS/PC V10™. The level of signifi-
cance used in all the analyses was P < 0.05.

3. Results

The results obtained in present study are shown in
Table 1. Vehicle or CHL injection did not modify the
number of MN-PCE in samples analyzed.

CrO; treatment resulted in a significantly MN-PCE
increases 12 and 48h after the injection in compar-
ison wilh its own controls (Oh samples), reaching a
four-fold increase 48 h after CrO; administration in
comparison with 12h treatment.

In the 12 h samples of CHL—CrO3 and CHL-CrOs—-
CHL treatments, no increase in the frequency of
MN-PCE in comparison with the Oh samples was
observed. When Lhe same groups were analyzed 48 h
after CrQs injection, significant differences in the
MN-PCE frequency induction was observed in com-
parison with the Oh samples. Cell toxicity was not
observed in any sample.

To compare the MN-PCE induction in the treated
groups with the controlfvehicle group, the net induced
frequencies (NIF} were calculated as follow:

NIF = number of MN-PCE measured
—number of MN-PCE measured at 0 time.

Resulis show thal !2h treatment with CHL—Cr(5
reduces the NIF, from 2.07 to 0.62 (70%) and
CHL-CrO3—CHL treatments also reduced the NIF,
from 2.07 10 0.50 (75.84%) in comparison with CrQOs
treatments {100%) (Fig. 1a). Such effects were not
observed when the blood was obtained 48 h after
treatment (Fig. 1b).

Table !

Polychromatic erythrocytes trequency and MN-PCE induction in mice treated with CrOs

Treatmernt Dose {mgfkeg) n Time analysis (h) MN-PCE 1000 cells PCES1(HH) cells

{mearn + S.D.) {mean + 5.D.}

Controlivehicle 1] g 1] 0.93 + 0.90 672 + 1940
12 [.37 £ 063 71.7 £ 16.2
43 1.87 £ 0.79 747 + 180

CHL 20 4 Q 200 £ 0.71 515119
12 225 £ 0 453 £ 125
48 170 + 0.68 493 £ 55

Cr3; 20 6 0 1.08 + 1.28 410 + 64
12 315 £ 12020 509 £ 105
48 12.51 + 2984 41.9 £ 103

CHL-CrDa 20 4 ¢ 2325 + 0.87 584 £ 110
12 2.87 £ 0.63 5+ 108
48 14.70 + 2547 56.3 £ 100

CHL-Cr03—CHL 20-M-20 4 0 1.00 + 0.41 798 £ 15.2
12 1.50 £+ 1.47 155+ 118
48 12.25 + 5.698h 815+ 134

P <005 CrO3 12h vs. CrO;y Oh.

bp < 0.005 CrOz 12h vs. conwol 12h.

£ P < 0.005 CrO; 48h vs. CrO; O

4 p < 0.005 CrC: 48h vs. contro! 48h.

&P < 0.05 CHL-CrO3 48h vs. CHL-CrO3 Oh.

TP < 0.01 CHL-CrO3 0Oh vs. control 480

& P < 0.05 CHL-CrO3—CHL 48 h vs. CHL-CrO3~CHL Gh.
B P < 0.01 CHL-CrO3-CHL 48 h vs. control 48 h,
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Fig. |. Effects of CHL on the MN-PCE induction (%) in peripheral blood. Dala represent averages of samples of each group obtained a1
12h ta). and 38 h (b) {less than Lthe average of Oh group} after CrOs treatment *: P < 0.05 CrO3 vs. condrod; b P < 0.005 CrOy vs.
control: & P < 0.005 CHL-CrOs ws. control; 9: P < 0.005 CHL-CrOa—CHL vs. control}.

4. Discussion

Many studies have attempted 1o assess the hypoth-
esis that CHL might reduce cancer rates. Although
not vet proven, this hypothesis has generated a greal
deal of work with respect to the possible role of
CHL as either anticarcinogenic or antimutagenic

compound. In general, CHL have been regarded as
non-toxic and nen-mutagenic in microbial systems
[8,10], non-genotoxic and non-clastogenic in vivo and
in vitro systems [8,9]. Present results show that CHL
does nol modify the mean and NIF of MN-PCE.
Cr{VI) has been reported to be gencioxic in sev-
eral in vitro test systems {17,26]. Chorvatovicovd and
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co-workers [27,28] reported induction of MN in bone
marrow of male Wislar rats, male guinea pigs, and
female ICR mice. It has been also reported that MN
induction by Cr(VI) is linked 1o its claslogenic activ-
ity. Data on the induction of abnormal ana-telophase
by Cr{VI) in plants. suggest that several chromium
compounds induces MN from both chromosome
breakage and chromoesome loss [29,30].

The toxic and carcinogenic effects of Cr have
been attributed (o its reduction process, which re-
sults in the generation of active oxygen species
[19,31]. Indeed, different types of DNA damage
during the reduction of Cr(V1) have been reported:
DNA strand breaks [32], apurinic/apyrimidinic (AP}
sites [33], 8-hydroxydeoxyguanosine adducts [34],
Cr binding to DNA [35], GSH-Cr-DNA adducts
i36], DNA-DNA cross-links [37], and DNA—protein
cross-links [38,39]. The induction of these different
kinds of DNA damage by Cr compounds suggests a
role for two of its chemical properties: the generaton
of aclive oxygen species, and Cr-ligand fermation
with inorganic and organic compounds [40].

We have previously shown that CrO; in vivo treat-
ments induces two peaks of MN-PCE at different
tmes (12 and 48 h), which could be correlated with
two different ways of MN production, aneuploi-
dogenic—clastogenic or clastogenic—clastogenic [41].
Present results on the induction of MN-PCE by Cr(O;
confirm the action of this compound, however, data
on the MN-PCE induction by CrOj3 at 12 h is minimal
regardless of the statistical significance.

The anticlastogenic effects of CHL have been
described in several potent clastogens, including
metallic salts [8,11,20-22]. In addition to its anticlas-
togenic action, CHL caused 90-100% inhibition of
the aneugenic activily of some chemical compounds,
like nocodazole [42].

The protection given by CHL against the effects of
mulagens and clastogens may be attributed to ils abil-
ity 10 scavenge free radicals, binding to the active sile
of mutagen, adsorbing or absorbing toxic compounds
[11,12], o suppress metabolic aclivation, and the for-
mation of complex between CHL and the mutagen
through strong — inleraclioas between their planar
unsalurated cyclic rings [13-15,43}.

Present results show thal increase of MN-PCE
by CrO:z is CHL-blocked in both protocols used
{CHL-CrO; and CHL-Cr0O3;—CHL} at 12h afier

treatment, but it was unable lo modify the frequency
of MN-PCE measured 48 h after CrO; injecticn. The
absence of a protective effect by CHL in the MN-PCE
induction by CrO; at 48h, show (hat CHL has ac-
tion only on one of the times of MN induction and
suggests the possible action of CrO3 by two different
mechanisms, and not by CHL time-limited in vivo
(CHL-CrO3—CHL protocol).

New cxperiments are necessary 1o identify the
mechanisms of MN-PCE induction by CrOs.
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Unidad de Invesiigacion en Genética v Toxicologia Ambiental {UNIGEN),
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RESUMEN

Hoy en dia una de las mayores preocupaciones a nivel salud es la alta incidencia de cancer en el hombre. El uso de
vegetales para modificar la accion de compuestos genotdxicos ambientales peligrosos para la salud ha recibido mucha
importancia, sobre todo después de los trabajos en los que se describe una relacién inversa entre el consumo de
vegetales verdes frescos y la frecuencia de ciertos canceres humanos. La clorofita y sus sales clorofilinas (CFL) son dos
compuestos presentes en algunas partes de las plantas y se han reportado como no téxicas para los organismos. Las
CFL son derivados de la closofila en las cuates el magnesio es reemplazado por otros metales como el cobre, el cobalto
o el hierro.

La sal de sodio y cobre de la clorofila {CFL-Cu-Na}, ha sido ampliamente utilizada como aditive en alimentos, en el
tratamiento de pacientes geriatricos y algunas otras aplicaciones industriales. Diversos experimentos han mostrado
que la CFL-Cu-Na posee una potente actividad antimutagénica y anticancerigena. Los probables mecanismos de
acci6n de la CFL-Cu-Na son por secuestro de radicales libres, supresién de la activacion metabélica o por la formacion
de complejos con los promutagenos o sus estructuras reactivas.

Dado el actual conocimiento sobre |a naturaleza de los mutagenos en la dieta humana, los investigadores ahora estan
en posibilidad de seleccionar de una manera més precisa antimutagenos que podrian ser adicionados en la dieta, o
bien, administrados en terapias, para poder reducir de una forma efectiva el riesgo de cancer y mutaciones.
Falabras Clave: Anticarcinogénesis, antimutagénesis, clorofila, clorofilina.

ABSTRACT

Nowadays one of the main concerns about human health is a higher cancer incidence. The use of green vegetables
to modify the action of genotoxic environmental health hazards has been given a great deal of attention lately,
according to the reports of an inverse relationship between the consumption of fresh vegetables and the occurence
of certain kinds of cancer. Chlorophyl! and chlorophyliin (CHL}, present in green plants, have been reported to be non-
toxic. CHL are chlorophyll derivatives in which the central magnesium atom has been substituted for other metals, such
as copper, cobalt or iron.

The sodium copper salt of chlorophyll {(CHL-Cu-Na) has been widely used as a food additive, in the treatment of
geriatric patients and some industriat applications. Several studies have revealed that this salt has a poweriul
antimutagenic and anticarcinogenic activity. The probable action mechanisms of CHL-Cu-Na consist of a scavenging
activity of free radicals, suppression of metabolic activation and complex formation with promutagens or their reactive
structures.

According to the current understanding of the mutagenic nature in human diet, scientists are now in a good position
to develop a rational selection of antimutagens which could be added to diet or used in therapies, effectively reducing
the risk of cancer and mutations.

Key Words: Anticarcinogenic, antimutagenic, chivrophyvil, chlorophvilin,

"'f

Nota: Aricuto recibido el 12 de rnoviembre del 2001.
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INTRODUCCION

' e ha estimado que alrededor de una tercera parte de los
- {cdnceres conocidos estdn relacionados con la diela
humana'Z, raz6n por la cual diversos investigadores se
han dado a la tarea de estudiar los componentes de la
dieta, y han encontrado que 1a conslituyen, tanto sustancias con
actividad mutigena y cancerigena como olras que son capaces
de contrarrestar o inhibir estos efectos™, por lo que, la formaen
la cual son combinados o consumides estos componentes por el
hombre, juega un papel importante en el incremento del niesgo
de desarrollar cdncer o alteraciones heredifarias.

Particularmente se ha observado que el incremento en el consumo
de frutas y vegetales disminuye la induccién de algunos tipos
de cdncer™®, esto debido a que contienen sustancias tales como
los bela-carotenos. el retinol, el alfa-tocoferol, el 4cido
ascdrbico, el selenio, la fibra, la clorofila y sus sales como las
clorofilinas (CFL)*",

La clorofila, y particularmente su sat de sodio y cobre (CFL-
Cu-Na), han sido dentificadas como potentes antimutigenos
y anticancerigenos, observdndose inclusive unmayor polencial
comparado con otros compuestos''?. En la actualidad, ta
CFL-Cu-Na es ampliamente estudiada; por una parte, se
estdn tratando de establecer sus posibles mecanismos de
proleccidon’®®, mientras que por olra, se estd probando en el
ratamiento de diferentes cdnceres, donde se ha observado una
granefectividad®®, tanto que recientemente el Nationai Institute
of Environmental Health Science, USA, respaldd una
investigacién realizada por los dociores Kenslter. Groopman y
Bailey. en la cual se probs la CFL-Cu-Na en un grupo de 200
voluntarios chinos, los cuales estaban expuesios, de manera
natural ensu dieta, a concentraciones elevadas de aflatoxina B,
Las observaciones realizadas en este trabajo indicaron que se
redujo al menos el 20% de la inducci6n de dafo en las personas
tratadas con CFL-Cu-Na?. Estos resultados abren adin mis las
expectativas de la posible aplicacién de esta sustancia en el
tratamiento de algunos cénceres.

Dada la gran cantidad de informacién que estd surgiendo dia a
dia, y la importancia de la misma con respecto a la actividad
antimutdgena y anticancerigena de la clorofila y las CFL, enel
presente trabajo se realiz6 una recopilacién de lo mds relevante
acerca de eslas sustancias y sus propiedades.

GENERALIDADES

Laclorofilaes un pigmento natural que le dael color verde a tas
hojas de los vegetales. En 1817 los quimtcos franceses Pelietier
y Caventou la separaron por primera vez ¥ la llamaron clorofila,
nombre derivade del adjetivo griego jlords y el sustantivo
fllon, que significa “verde de hoja”. La clorofila es un
componente muy abundante en tas plantas verdes, tanto que se
ha encontrado que del 6 al 8% es clorofila, mientras que del 0.2
al 0.4% de carotenos, del 0.3 al 0.5% de xantofila, de! | al 2%
de esteroles grasos, del 0.1 al 0.2% de tocoferol y del 2 al 3%
de vitaminas en extractos crudos. La molécula de clorofila
(Figura la) posee una gran similitud con la hemoporfinna de la
sangre {Figura Ib), por lo que se le han dado aplicaciones
terapéuticas desde su descubrimiente; sin embargo, al ser poco
estable, de baja pureza y poco soluble enel agua, se ha preferido
trabajar con las CFL con mejores resuttados?>*,

Las CFL se obtienen por el método de Schertz y Toepher,
mediante la hidrélisis alcalina de la clorofila, en la cual se
sustituye el radical fitil, asi como los radicales alquil de los
grupos carbometoxil. Debido a que el magnesio del niicleo de
la clorofila es muy inestable, es reemplazado por un metal
pesado, el cual le confiere 1a estabilidad a la molécula. La
introduccion del tipo de metal depende del pH del medio en el
cual se lleve a cabo la reaccién. Por epemplo. a pH dcido se
reemplaza per cobre. cobalto, hierro. niguel. plata. zinc.
manganese u ofo. mientras que a pH alcalino por mercurio.
estafio, talio, sodio, potasio. cesio o rubidio™2,

De todas las CFL, Ila mds empleada terapéuticamente y en la,
investigacién bioldgica es la CFL-Cu-Na. cuya estructura

r la

N

Figura 1. Estructura quimica de la dorofila (1a), de la hemoporfirina (1b) y de la dorofilina cupri-sodica {1c).
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quimnicaestd conformada porun anillotetraprrélicoque contiene
puentes dobles conjugados con un metal al centro, en este caso
cobre (Figura Ic), y su férmula quimicaes C H, Na,CuO,. La
CFL-Cu-Na es una sustancia microcristalina verde-azul oscura
que produce el efecto Tyndall en selucién acuosa, tiene una
banda de absorcién caracteristica entre 630 a 688 nm, es muy
sofuble en agua y alcohot®*#™,

PRINCIPALES USOS

El primer uso reconocido de la clorofila en la industria {ue dado
por Becquerel en 1874, como sensibilizador en fotografia por
sus propiedades fotoquimicas. A partir de esa fecha, a la
clorofila y sus CFL se les han dado numerosos y variados usos,
comeo se describe a conlinuacién™®:

1) En los alimentos; como colorante de dukes, chicles, sopas,
gelatinas, elc., asi como de vegetales frescos verdes pam
mejorar la apariencia

2) En los cosméticos; como coloranie en perfumes, lociones.
jabones, pasias dentales, elc.

3) En la conservacion de alimentos; dentro de bolsas, ya que
absorbe el oxigeno y otros gases.

4) En la agricultura; se le usa en el cultivo de las plantas, por
serun buen transportador de micronutrientes, comoelcobalto,
zinc, manganeso, hierro y molibdeno.

5) Como agente catalitico; por ejemplo. en la oxidacion de
COmpuestos organicos.

6} Como protector solar; en cremas. lociones y pomadas,
por su capacidad de absorber la radiacién dafina del sol, v
por lo tanie, para proteger a la piel.

7) Agente desodorante; reduce o elimina el olor del bencil
mercaptano, del dcido tioglicdtico y de la trimetilamina. a
partir de las observaciones en donde al administrar dosis de
CFL via oral, se reducia el mal olor en la boca que era
producide por los cambios metabdlicos de los alimentos, las
bebidas y el cigarro.

APLICACIONES TERAPEUTICAS

Partiendo de 1a semejanza estructural quimica de las CFL con
el pigmento de la sangre (hemoporfifina), las primeras
aplicaciones terapéuticas de estas moléculas estuvieron
encaminadas hacia €l tratamiento de la anemia®. En estudios
realizados con pacientes anémicos se observéque al administrar
CFL via oral se incrementaba la hemoglobina y los leucocilos
2n la sangre, asi como el apelito™, por lo que a partir de estos
:studios se planted que el cuerpo humano puede emplear
sustancias pur6licas preformadas para la construccién de la
wemoglobina. En la actualidad, las CFL se venden en ticndas
1aturistas como complemento alimenticio para el tratamienio
Je la anemia.

Zn 1932 el Dr. Burgi, public6 un libro tlamado “Chlorophyvil
is @ Pharmaceutical” en donde se describen las propicdades
le las CFL en ¢l tratamicnto de la hipertensidn. A pacientes

hipertensos se les traté con CFL via oral de dos a seis semanas
y se observé que la presién se normalizaba. Burgi también
describié6 los resuliados de otros colegas, quienes de la misma
manera lralaron pacientes con presién normal y no se
observaron en éstos efectos sobre la presién, ademds de que se
mostré una buena tolerancia a la sustancia y no hubo signos de
toxicidad. Estos estudios han llamado mucho |a atencién y se
ha planteado que la disminucién de la presién sanguinea
puede originarse por el ensanchamiento de fas arterias. Por su
lado, el Dr. Nagase™' (1986) inspirado en estos resultados,
administré por via intravenosa ¢ intraperitoneal CFL a ratas y
detecté unincremento en el flujo gdstrico sanguineo dado bajo
condiciones isquémicas, sin la participacién del sistema
nervioso aulénomo®.

Aunade a lo antenior, 1ambién se ha observado que la
administracién de las CFL provoca una débil o casi nula
actividad hemolitica y que aceleran la coagulacidn de la sangre.
asi como el proceso de cicatrizacién®***, ademds de que se les
han descrito propiedades antinflamatorias, puesto que se ha
observado que inhiben las reacciones alérgicas™, por lo que las
CFL también han sido utilizadas en el tratamiento de heridas y
quemaduras de la piel con buences resultados; de hecho, algunas
pomadas en la actualidad aidn las contienen.

Dado que ademds se ha observado que las CFL disminuyen el
olor pdindo en tas infecciones, han sido consideradas como un
agenie bacteriosiatico y fungicida. yaque producen unambiente
desfavorable para el crecimiento de las bacterias y de los
hongos™. A las CFL también se les ha usado con éxito en el
tratamiente de infecciones supurativas come la piorrea v las
dlceras en general™*.

A la clerofila y sus CFL también se les han propuesio para el
tratamiento clinico de la pancreatitis. ya que su administracién
en pacientes con eslaenfermedad disminuye el dolor abdominal.
las nduseas y el vomito, ademds de que los niveles de amilasa
en la onna se reducen hasta los valores normates™. Las CFL
también han sido administradas en pacientes con cdlculos. a
partir de la observacién de que induce la cristalizacién del
oxalaie de calcio en orina normal™. y dadas sus propitedades
desodorantes y laxanles, se utiliza eficientemente en el cuidado
y lralamiento de pacientes geridtricos™. ’

Por otra parte. las CFL inhiben el crecimiento de animales
Jovenes, al aumentar la oxidacién de las grasas de la dieta®*,
En ratas la administracién combinada de aceite de maiz y CFL.,
disminuy6 la absorcidn det celestero! en el intestino. por lo que
también se les ha propuesio su uso en el conirol de peso®,

Otrade las propiedades estudiadas de las CFL.es su capacidad
de proleccion contra 1a peroxidacién lipidica de microsomas
y milocondrias, relacionadas con el envejecimiento. la
arteriosclerosis y ¢l dafio hepdtico. entre otras®,
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Dentro de los efectos mostrados, tanto por laclorolifa como por
ta CFL-Cu-Na y que han tlamado mds la atencidn, son la
antimutagenicidad y anticarcinogenicidad, las cuales estdn
relacionadas con su posible aplicacién para el tralamicnlo de
algunos canceres.

EFECTOS ANTIMUTAGENICOS Y ANTICARCINOGENICOS

A partir de estudios epidemiclégicos, er los cuales se mostraba
que los vegetananos tenfan un menor riesgo de presentar
cdncer™, se pensé que los constituyentes de su dieta contenian
sustancias anticancerigenas, por le cual, primere se probaronen
Salmonella vphimurium y en Bacillus subiilis diferentes
componentes de los vegetales contra diversos muidgenos como
el tripiofano pirrolisalo, el benzo[a]pirenc, los cpéxidos
policiclicos arom4ticos y la aflatoxina B , encontrando en todos
los casos que los compuestos de los vegetales presentaban
actividad antimutdgena®®.

Posteriormente se probd la actividad antimutigena de
diferentes extracios de plantas contra compuestos como el
3-meitilclorantreno y el benzo[a]pireno, y en estos casos se
observé que el potencial antimutdgenc aumentaba contorme a
la concentracién de clorofilai®®,

La CFL-Cu-Na, ha presentadc una actividad inhibilonia de
mutagenicidad comparable con la de la clorofila ¢ incluso
superior. De igual manera se ha descrito una mayor aclividad
antimutigenade la CFL-Cu-Nacomparada con otros compuestos
antimutdgenos comelos beta—carolenos, el selenio y las vitaminas
A, C, D yE, para una gran gama de mutigenos''t-"¥,

La actividad antimutdgena, tantc de la clorofila como de la
CFL-Cu-Na, se ha probado con €xito en diferentes sistemas
de prueba, desde el ensayo de Ames conSalmonelia y activacién
con microsomas, hasta lineas celulares de mamiferos
(Cuadro ). Por otra pare. se ha observado que el origen
(espinacas, alfalfa, algas, etc.), el grado de purificacién y la
forma de extraccién de laCFL-Cu-Najuega un papel imporiante
en la antimutagenicidad de la sustancia*".

La capacidad de inhibir o disminuir la actividad mutagénica de la
clorofita y la CFL-Cu-Na, se ha detectado también para algunos
carcindgenos conocidos, tanto de accidn directa como
indirecta®*=*"*** De hecho, se han iniciado estudios in vivo, en
donde se observé que la CFL-Cu-Na disminuye la
hepatocarcinogenicidad inducida por las allatoxinas B, y B, en
salmones jovenes™, asi como el desarrollo del cénceren el colon
de ratas por la administraciéa post-iniciacion de la CFL-Cu-Na¥,

En un estudio reciente hecho en humanos en ¢l hospital de
Turin, s¢ estudiaron 162 pacientes con cdncer de bazo y 104
controles, a los cuales se les evalué la presencia de aductos
aromdticos en el ADN, y se detectd una alta frecuencia de &stos
en los pacientes con cdncer, en comparacién con los que no lo

padecian. Durante e estudic se observé que al administrar
dielas con diferentes porciones de vegetales y frutas a los
pacientes, habia una disminucion en la formacién de aductos,
por lo que sc sugind que esle Lipo de dicta es capaz de proleger
contra la induccién de cincer en el bazo®.

Uno de los preblemas mds graves de los tratamientos del
cdncer es lo agresivo de las quimioterapias, ya gque €slos
compuestos pueden tener efectos secundarios. En algunos
cstudios realizados se ha observado que la CFL-Cu-Na
disminuye la induccién de dafc de ciertos antineopldsicos
como la ciclofosfamida, por lo que se ha sugerido su uso en
combinacién con este agente*?,

Por otra parte, en diversos estudios se ha mostrado que la
CFL-Cu-Na 1ambién tliene una actividad anticlastogénica
(Cuadro 1), ya que se ha observado que inhibe la induccién de
aberraciones cromosdémicas y microniicleos, causados por sales
metdlicas inorgdnicas y por nicolina. La proteccién es
directamente proporcional a la concentracién de la CFL-Cu-
Na, y puede variar en funcién de la ruta y el momenio de la
administracién, observdndose una mayor proteccién cuando se
adminisira simultdneamente con el clasiégeno. Cabe senalar
que para algunos clastégenos como el clordano y otros
compuestos organoclorados, no se ohservé proteccién®.

También se ha planteado la posibihidad de que {a CFL-Cu-Na
proteja del dado inducido por agentes aneuploiddgenos. ya que
en Saccharonivees cerevisiae inhibe la actividad aneugénica
del nocodazol™.

Otra de las propiedades que se ha observado para la CLF-Cu-
Naes su capacidad como radioprolector, puesto que es capaz de
proteger de algunos etectos inducidos por radiacién gamma en
Drosophila melanogaster, como algunas mutaciones y
recombinaciones, y en el raién de la induccidn de intercambios
entre cromidndas hermanas, en células de médula Gsea y en
espermatogonias (Cuadro I1).

MEcaNisMOs

A partir de los resullados obtenidos con respecto a las
propiedades de la CFL-Cu-Na. se han propuesio diferentes
mecanismos de proteccién, los cuales al parecer estdn en
funcién del agente. de tos sistemas de prueba (in vive, in vitro
o in sitne) y de la dosis.

La clorolila, cuando es ingerida en su dieta {vegetales verdes)
por los humanos, es transtormada en feofitina, pirofeolitina y
leoforbida, los cuales presentan una actividad antitumorigena y
antmuldgena contra compuestos como el 3-metilclorantreno.
por lo quc los derivados de la clorofita pueden jugar un papel
importanic en la prevencion det cdncer®. Otros experimentos
que apoyan csta idea fucron los realizados por Sato y cols. ™™,
cn donde se desceniben propiedades antioxidativas de la CFL-
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[ Agente Sistema de prueba Mutigeno {efecto) Referencia
CFL-Cu-Na S. tvphimuriun Benzo(alpyrenoi+) 50
y olros carcinégenos(+)
S. nphimuriim/sistema microsémico Productos de pirdlisis 51
59 de higado de rata de aminoécidos{+)
S. tvphintrium Mezclas compiejas 16
de la dieta y ambientales({+)
S. nplimurium Aflatoxin B, (AFB,) 17
S. nphinnrium/ensayo Mezcla de complejos 10
de microsomas mutagénicos{+)
Ensayo de Safmonella MNNG. AFB, Bla, 52
resistente a arabinosa P, ZAA {(+)
Salmonellafactivacién AFB y 2 aminas 33
de higado de trucha heterociclicas{+)
Pruebas de mutagenicidad en 2-amino-3-metilimidazo} 54
Salmonella [4.5-1]- quinolina (+)
Drosophila Oxido de cromo (V1) (+) 55
Células V59 de himster chino Benzo[a] pirenos {(+} 56
Tumores de colon de rata 1.2-dimetilhidrazina y 2-amino- 57
3-meltilimidazoi[4.5-fquinolina (+)
S. nphimurium 3-amino- |, 4-dimetil-5H-pirido[4,3- 58
{TA 1535/pSK 1002) blindol (+) ¥ mitomicina C (+}
Fibroblastos celulares BALB/c3T3 | 2-O-1etradecancil- 58
torbol- I 3-acetato
Clorofila + S. rvphimurium 3 metilclorantrenc ¥y Bla]P (+) 1549
CFL-Cu-Na Saimonella/pruebas de reversidn Carcindgenos de accidn 59
de genes microsdmicos dirceta e indirecta
S. nphimuriion TA98 Tep-P-2{+) 60
y Drosophifa sp

Cuadro |. Actividad antimuligena de la clorofila y la CFL-Cu-Na (tlomada de Sarkar y cols.®, con modificaciones).

Cu-Na, al suprimir la peroxidacién lipidica en hemogenados de
higado de rata, asi como la produccién de 6xido nilrico en
culuivos celuiares RAW 264.77. Estos datos sugieren que los
derivados de la clorofila, los clorin-cipricos, son los responsables
de esta actividad.

Se ha observado una mayor proteccién de la CFL-Cu-Na hacia
mutdgenos de accién indirecia que de accidn directa®™®, y que
en ralas se inhibe el deterioro de las funciones microsdmicas
hepdticas, las cuales forman parte del sistema de metabolismo
de drogas o de xenotoxinas, por lo que se piensa que la CFL-Cu-
Na protege mediante la inhibici6n de la funcién enzimdlica del
sistema de activacién metab6lica®™™.

De igual manera. se ha propuesto que la clorofila y la CFL-Cu-
Na son capaces de interactuar directamente con el mutdgeno y
formar complejos'*#®H-224% Eqiydios realizados con
espectrofolomelriarevelanque la CFL-Cu-Na formacompuestos
meleculares no covalenies con aminas hetereciclicas. con lo
cual la CFL-Cu-Na limita la biohabilidad de carcindgenos v
mutigenos para causar dafio™*,

En los estudios reatizados por Afmoto y cols.®. observaron que
el metal del centro de la CFL-Cu-Na no jucga ningiin papel en la
absorci6n del mutigeno. En otros estudios sc probé que la CFL-
Cu-Na impide la formacidn de enlaces covalentes de los agentes
mutdgenos con el ADN., ademiis de que aumenta la eliminacién
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8 Agente Sistema de prueba Prueba contra Referencia
clastogenicidad (efecto)
A. Efectos Células CHO ir vivo Tiotepa (+) 4
anticlastogénicos Aberraciones cromosdmicas Nicotina {+) 63
en ratén {administracién oral) Cloruro de cobalto (+) 64
Cloruro de cesio {(+) 65
Cloruro de mercurio {(+} 66 .
Oxido de cromo (VI) (+) 67
Clordano (-) 67
Oxido de cromo (VI) (-) 68
Micronicleos en ratén Oxido de cromo (VI) (+) 69
(administracién i.p.)
B. Efectos Saccharomyces cerevisiae Nocodazol {(+) 70
antineuplogénicos D61.M
C. Efectos Drosophila Radiacién gamma 71
radioprotectores 72
Médula &sea de ratdn Radiacién gamma 73
Espermatogonias de ratén Radiacién gamma 74 ]

Cuadro H. Otras actividades de proteccién de la clorofilina cupri-sédica {lemada de Sarkar y cobs.*, con modificaciones).

de los mutdgenocs por orina y por bilis, y disminuye la absorcion
de los mutdgenos en intestino, con lo que ha propuesto que la
CLF-Cu-Na puede también actuar como desmutigeno ¢
interceptor de moléculas in vivo™5,

Por otra parte, se ha descrito que la CFL-Cu-Na posee un alto
grado de rescnancia y deslocalizacién de electrones; esto sugiere
que puede ser un capturador de radicales libres®. En los trabajos
realizados por Hadnagy y Seemayer™, se obtuvieron las primeras
evidencias directas de que la CLF-Cu-Na inactiva radicales
libres {entre ellos el oxigeno), de los cuales ya se habia descrito
su papel como posibles promotores de cédncer induciendo
rupturas del ADN¥. Estas observaciones apoyan la idea de que
uno de los mecanismos de radioproteccién sea por medio de la
captura de estos radicales'® 163228

En los trabajos anteriormente mencionades no se describen
efeclos téxicos inducidos por las CFL.

Toxicipap

En estudios realizados especificamente para determinar los
posibles efecios 16xicos de fas CFL, se observé que su
administracién por diferenles vias {oral, intraperitoneal,
intravenosa, intramuscular y subcutdnea), durante varios dias a
conejos (1 a2 g}, aperros {100 mg) y ahumanos (100 a 860 mg)
no producia efectos t6xicos colaterales®.

Harrison y cols.®, administraron CFL en la dieta de ratas a lo
largo de toda su vida y en una proporcién equivalente al 3% de

suconsemodiario y no encontraron signos de toxicidad, ademds
de que las tasas de crecimiento, supervivencia y fertilidad no se
vieron afectadas. Al realizar la necropsia a estos animales no se
detectaron cambios patolSgicaos, ni se encoatraron efectos téxicos
causados por ¢l cobre de 1a molécula de 1as CLF en el higado,
el rifién y el bazo. El Cuadro Il resume la LD, (mg/kg de peso
corporal) para ta CLF-Cu-Na en diferentes animales®.”

En los tratamientos terapéuticos, en los que se ha administrado
CLF-Cu-Na en humanos, como ha sido el caso de pacientes
geridtricos (100 mg 2 6 3 veces al dia), a pacientes con
pancreatitis {0.35 mg), a pacientes hipertensos (0.8 a 1.5 g), y
a pacientes anémicos (700 mg), no se han observado efectos
téxicos secundarios, ni se han desencadenado reacciones
antigénicas®*?. Otros estudios han mostrado que al administrar

diferentes dosis de CLF-Cu-Na no se presenian efectos
Ciloléxicosllltﬂm’.ﬂ.Tiﬂ‘

Aungue se ha observade que la CFL-Cu-Na no presenta
efectos clastégenos cuando es administrada en ratones a
dosis de 0.77 a 1.5 mg/kg de peso corporal®, a dosis mayores
de 3 mg/kg de pesocorporal induce aberraciones cromosémicas
en baja frecuencia*’?. De igual manera, Romer y cols. (1992)%,
observaron en Salmonelia, y mediante el uso de activacién
microsdémica, que la administracién de nitrosaminas, N-
nitroscnornicotina y del 4-(N-metil-N-nitrosamina)-1-
{3piridinil}-2-butanona con bajas conceniraciones de CFL-
Cu-Na incrementa fa mutagenicidad al doble; sin embargo, a
dosis allas la reduce. Estos resultados sugieren que la CFL-
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[ Agente Sistema de prueba Via de administracién LD, (mg/kg de
peso corporal)
CFL-Cu-Na Ratén Intravenosa >400
Intramuscular >500
Intrapentoneal >1000
Rata Intravenosa >250
Intramuscular >250
Intraperitonecal >1000
Conejo Intravenosa >200
Intramuscular >60
Intrapenitoneal >500
Gato Intraperitoneal >60
Perro Intravenosa >200
Intramuscular >50
Intraperitoneal >200
Cerdo Intravenosa >10
Intramuscular >20
Intraperitoneal >50

Cuadro . LD, para diferentes animales caloulada por Worden y cols.,

Cu-Na actia de ambas formas, potenciando e inhibiendo la
mutagenicidad.

Finalmenite, si bien se ha descrito que pricticamente las CFL no
presentan efectos téxicos evidentes en los organismos adultos,
en un estudio reciente realizado en nuestro laboratonio con
ratones hembras prefadas, observamos que la administracién
de CFL-Cu-Na en una dosis de 100 mg/kg de peso, induce
embriotoxicidad y embriocletalidad (Garcia-Rodriguez y cols.
€n prep.).

Como podemos observar, dada la alta incidencia de cdncer en
el hombre, debido en parte al estilo de vida, los estudios
encaminados a la btisqueda de mecanismos para contrarrestar
dichos efectos han evidenciado una muy prometedora via,
mediante el uso de componentes de la dieta (vegetales verdes y
frutas), para modificar la acci6n de compuestos genotdxicos
ambientales peligrosos para la salud.

La clorofila y las CFL, principalmente la CFL-Cu-Na, han
mosirado tener un sorprendente efecto protector, con pocos o
nulos efectos téxicos y colaterales, convirtiéndolas en excelentes
elementos para las investigaciones en antimutagénesis y
anticarcinogénesis.

Enlaactualidad, los trabajos desarrollados han ido desentrafiando
los mecanismos de accién de estas moléculas, lo cual ha
permitido que los investigadores puedan dirigir sus esfuerzos
de una manera m4s puntual a terapias encaminadas a controlar
¥ pof qué no, a curar algunos tipos de cdncer, y aunque los

avances en esta materia han sido notables, ain falta mucho por
investigar sobre los mecanismos de accién de la clorofila y de
las clorofilinas.
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Chlorophyllin (CHL) has proven that there is antimulagenic and anticarcinogenic
aclivily in several organisms wilhout causing lethal effects. However, Lhere is no
information about its effects when it is administered in gestation. In the present
study. we assessed possible eftecis of CHL when i1 was administered to CD-1 mice
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ours previous anlimutagenic and antigenotoxic studies. Females were exposed to
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462 Garcia-Rodriguez et al.
INTRODUCTION

Chiorophyllin (CHL) is a sodium-copper chlorophyll salt with a fiat porphyrin
ring and a metal atom in the center, with sodium or potassium atoms replacing the
phytyl ester groups [1]; it exhibits antimutagenic activity against a variety of
environmental and dietary complex mixtures [2]. Several authors have demonstrated
the anttmutagenic and anticarcinogenic elfects of CHL in live organisms as mice
using doses of 50 to 200mg/kg. without causing toxic effects [1.3-8]. A comparative
study showed that CHL is a more effective antimutagen than retinol, B-carotene, and
vitamin C and E against certain dietary and environmental complex mixtures in the
Ames Salmonella microsome assay {2]. Evidence of delayed MN-PCE appearance
after gamma ray exposure caused by CHL was observed; this was explained on the
basis of an effect on the progress of cell division. since a late slight reduction on PCE
was also observed [9].

According to previous studies, the probable antimutagenic mechanisms of CHL
are free radical scavenging [10,11], suppression of metabolic activation [{12--14], and
formation of complexes with promutagens or reactive moieties [14,15]. Some of these
protective mechanisms imply important metabolic effects that could not be
deleterious for aduits, even by a treatment with relatively high doses of CHL.
Previous results obtained in cur laboratory show that when CHL was administered
in a single i.p. dose of 100 mg/kg. it had a protective effect against genotoxic damage
induced by metals such as CrO; [8] and ionizing radiation such as gamma rays,
without toxicity in the treated animals. in both bone marrow and spermatogonial
cells [4.16).

In our laboratory, we were interested in evaluating the antigenotoxic and
antimutagenic effect of CHL in the gestation peried in both dams and their progeny.
For this reason, the study was performed to evaluate the effects of CHL on murine
embryo development administered on day 8 of gestation with the same doses and
administration route used in our previous antigenotoxic studies in mice in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Sexuvally mature (28-35g) virgin female CD-1 mice (from our own stock) were
housed in plastic cages, fed with Harlan Teklad Laboratory Rodent Chow and water
ad libitum, and kept in 12-h light-darkness cycles. Every male was mated with two
females and successful copulation was considered when a copulation plug was found
{day 0 of gestation). Plug-positive females were weighed and randomly assigned to
treatment groups. On day 8 of pregnancy. 20. 40, 50, or 100mgikg b.w.
Chlorophyllin (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO) was i.p. injected to groups of
20 females. The contre! group of pregnant [emales received an equivalent volume of
vehicle.

The general behavior of the dams was observed every day, and the body weight
was measured on days 0, 8, 10, 12. and 18 of gestation. On day 18, all females were
sacrificed by cervical dislocation; the uterus was opened, and the number of
implants, the resorption sites, and the live or dead fetuses were recorded. Live fetuses
were removed from the uterus, blotted dry, weighed, examined for external
malformaticns, and sexed under a dissecting microscope. Two thirds of the fetuses
from each litter were fixed in 70% ethanol, cleared, and stained with alizarin red S
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{17] and cxamined for skeletal defects under a dissccting mnicroscope; the remaining
fetuses were fixed in Bouin’s solution for luture visceral examination [18]. For the
skeletal alterations, we considered damaged ribs (extra nbs. short and rudimentary
ribs, ribs [used with vertebral arch. fused ribs or bifurcated ribs), damaged
sternebrae {asymmetrical, asvmmetncally shaped. displaced or rudimentary,
bifurcated. fused, or cleaved), and vertebral column alterations (vertebral bodies
displaced, fused, rudimentary or scoliosis).

Finally, groups ol pregnant (day 8) and non-pregnant [emales were treated with
a single i.p. injection of 100 mg/kg b.w. of CHL. In cach group, 4 animals were
sacrificed by cervical dislocation on days 9, 11, 13. 15, or 1§ alter treatment. A group
of pregnant females was treated with the vehicle afone. In all cases, the uterine horns
were dissected. and the number of implants. resorptions, and live or dead [ctuscs
were counted.

Statistical Analysis

The unit of comparison was the pregnant femake or the litter. Results were
analyzed by one-way variance analysis (ANOVA) and Dunnett’s test. The incidence of
fetal anomalics among litters was compared by means of a two-tailed Fisher exact
probability test for pairwise comparison of groups. Significance was set at the 0.05
probability level. All tests were carried out using the statistical package SPSS/PC VI0™.

RESULTS

The general appearance and behavior of the animals exposed to CHL were
similar to that of the control animals. There were no cases of mortality in either
group. CHL given i.p. induced a dose-dependent litter loss and caused a significant
increase in the number of early embryo resorptions (Table ). Complete resorpticn
occurred 1n all dams receiving the highest dose. Figure | shows that in some pregnant
females treated with CHL there was a body weight loss over the two days after
treatment, between days 8 and 19, within the 40, 50, and 100 mg/kg dose groups. In

TABLE 1. Reproductive Performance of CHL-Treated CD-1 Female Mice

Dose img'kg bw))

0 20 40 30 i00
Cxamined dams I8 18 15 i9 1%
Litters with late resorplions (%) 7:18 9:1% 6/13 219 113

(38.9) (50} 140) {10.5) (5.5

Litters with early resorptions {%a) 18 1/18 4:13 14:19* 1718

o (5.5) {23.3) (73.7) (94.4)
Live [etuses;total implanis 217:237 178;208 114:180% 344239% 0,229*
Dread Fetusesitotal implants 8:237 2,208 4180 1i23y* 0;,229*
No. of early resorptions;tolal implants 0;237 9;208* 10180 I82,239%  220,239°
MNo. of lale resorpiions/iotal impiants 12:237 19/ 208 11/F80 220 9:239
Felal body weight (g) {mean +S.EM} 1404002 1404002 1404002 §.404003
Sex ratio {2 9/d 3} 0.93/1.07 £.0710.93 0.95:1.05 .95:1.05

*Significantly different [rom the control group {P<0.05).
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Fig. |. Mean body weights of pregnant CD-1 [emales exposed 1o a different CHL doses on day 8 of
gestation {while symbols: [emales with litters, black symbols: females without litters).

all cases in which pregnant females had litters, a similar weight in such controls was
observed.

The analysis of uterine horns of the CHL-treated females revealed the presence
of green rings in the uterus, which presumably corresponded to early resorptions; this
indicates the presence of fetal implantation sites because the rings were similar in
number and disposition to those of fetuses in the control females (Fig. 2).

The pregnant females treated with |00 mg/kg/b.w. of CHL on day 8, and
sacrificed on day 9 and every two days until day 8 showed that on day 9 the yolk
sacs were hemokytic, embryo death had occurred, and the resorption process had
begun (Fig. 2A). When the products were analyzed on the following days. the
resorption process was clearly observed (Fig. 2B) in comparnson with the control
uterus (Fig. 2C). The embryonic tissue was not recognizable in the uterus of females
sacrificed on days 15, 17, and 18 of pregnancy, and the green rings along the uterus
clearly corresponded to implantation sites (Fig. 2D}. No green rings were observed in
the uterus of non-pregnant CHL-treated females (Fig. 2E).

Figure 3 shows the inverse relationship between the number of live implants and
the frequency of green rings in the uterus of CHL-treated females; however, the

»

Fig. 2. Effects of CHL on embryo and fetal development. Utenine horns of 8th day CHL-
treaied females showing: {A) embryo death, hemolytic yolk sacs, and initiating resorplions on
day 9, (B) exposed with resorptions, green rings (arrows), on day 11, (D} lotal of resorplions
and the presence of green rings (arrows). E: Uterine horns of CHL-irealed non-pregnant
females on day 8. C: Ulerine horns of coalrol pregnant females on day 11.
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Fig. 3. Correlation between the number of implants and the presence of green rings in the pregnant CHL-
trealed [emales. Data are expressed as mean +S.E.M. *P<0.05. as compared to the control group.

addition of implants and green rings showed no significant differences between
treated and control groups. _

Pregnant CHL-treated mice with live litters revealed a simitar mean fetal weight
and litter sex ratio to that of controi groups (Table I}.

Tables I1, III, and IV show the incidence of external and bone alterations in the
fetuses of CHL-treated females. The [requency of malformations showed no
significant increase in the frequency of cleft iip, cleft palate, excencephaly. and
polydactyly. However, the frequency of dolicocephaly was statistically significant
only at the 40 mg/kg dose (Table II).

No statistically significant differences were observed in the frequency of
ossification points in the anterior and posterior limbs as well as in the sternebrae
(Table IIT), and the frequency of skeletal variations in the fetuses of females treated
with 20 mg/kg CHL was not different to that of the controls. However, the frequency
of fetuses with minor damaged ribs was observed in the 40 mg/kg group and the
fetuses with medium and highly damaged ribs and vertebral coluran alterations
increased significantly in the group treated with 50 mg/kg of CHL (Table 1V). Thesc
effects were not dose dependent in any case.

DISCUSSION

Many studies have attempted to assess the hypothesis that CHL might reduce
cancer rates. Although not yet proven, this hypothesis has generated a great deal of
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TABLE Il. Incidence of External Anomalies Observed in CHL-Exposed Mouse Fetuses

Dose {mgikg b.w.}

0 20 40 30
Mulformed litters/examined litters (%) 2:18 117 2411 I:5
(11 (6} (18) 0
No. of mailfonned fetuses/lotal examined {240) 2225 1180 4il18 2i55
10.88) (0.55) {3.39) (3.6
External delects [no. of mal{ormed fetuses/lotal examined %]
Clelt lip and cleft palate (/225 0/180 0/118 ;55
(U] {0} (0 (1.81}
Exencephaly and open eves 0,225 0;/180 0/118 1/55
(0 (0} (0) (1.81)
Dolkocephaly 0/225 0:180 Ig* (R
(0) {0) (2.54) (0
Polydactyly 0/225 0,180 1118 0:55
193] (] {0.84) (0)
Hind limb hypoplasia 07225 0;180 17118 0;55
(0 {0) {0.84) L)
Open eves 2i225 0/ 180 118 0/55
{0.89} (0.55) [{)] ()]

*Significantty different [rom the control group (P<0.05). Three cases in (he same litter.

TABLE 1l. Incidence of Ossification Points Present in Fetuses of CHL-Treated Mice
{(Mean+ S.E.M.)

Dose (mgikg b.w.)

1§ 20 40 50
No. ol letuses examined 146 120 69 36
Ossification peints presenl in:
Foreiimbs {phalanges) 16.3+0.09 1524019 16.24+0.11 16.240.12
Hindlimbs {melatarsais} 17.3+0.14 16.5+0.14 17.6+0.15 16.7+0.27"
Stemnebrae 6.0+0.02 6.0+06.01 60+0.02 6.1 +6.04

*Significantly different from the control group (P <0.05).

work with respect to the possible role of CHL as either an anticarcinogenic or
antimutagenic compound. In general, CHL has been regarded as non-toxic, non-
mutagenic, non-genotoxic, and non-clastogenic in vive and in vitro systems
[1,2.8,10].

The results of our study using the same antigenotoxic doses of CHL,
administered 1.p. on day 8 of gestation reveal that the compound induces
embryolethality in a dose-dependent manner as well as some skeletal variations.
These data seem to indicate the existence of dilferential sensitivity, because CHL was
non-toxic for adult animals [3-8]. but it was toxic for animals in intrauterine
development.

One of the most outstanding findings was the presence of green rings on the
uterus of CHL-treated females. Results obtained in the present study (Figs. 2 and 3)
suggest that these rings are related to CHL-induced embryvo death and early
resorption (Fig. 2).
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TABLE 1V. Incdence of Skeletal Variations in Fetuses of CHL-Treated Mice

Dose (mg:-kg bow)

Q 20 40 K]
No. of letuses examined |46 120 69 36
Rib damage [no. of damaged letuses;tolal examined %o
Low damage® 0/146 2120 5797 0:36
{0} (L7 {6.3) {0}
dedium damage” 0;/146 0/120 179 2/36*
(D) ) (L3 (5.5
High damage* 0:146 0/120 179 4i36%
{1} {0y 2.5 (1.1
Sternebrae damagpe [no. of damaged fetuses/lotai examined %a]
Low damage” 10146 16/120 679 1:36
(6.85) (13.3) {7.6) {2.8)
Medium damage’ 20:146 21/120 14,79 4736
(157 (17.52) (7.0 (e
High damage' 15146 0120 279 236
.7 {0 (2.5} (8.3
Spine damage 5/146 2120 7:79 9,36"
{3.42) (1.67) {3.9) (24.9)

*1-2 daznaged ribs

P38 damaged ribs.

26 damuged ribs.

Ydamaged slernebrue.

“2-3 dumuged slernebrae.

f4-6 damaged siernebrae.

*Significantly different [rom the control group (£ <0.05).

Similar results have been reported in studies using other substances such as
trypan blue, which also induced embryo death and lelt blue colored rings at
implantation sites [19,20]. These colored rings may be related to the presence of
endometrial glands found at implantation sites only in rodents. Unlike humans and
other mammalians, the mouse yoik sac i1s surrounded by the endometrium, which
forms a ring, and there is substance interchange between the yolk sac and the uterus.
These glands are indicators of previcus resorptions {endometrial gland scars); they
are round on the external surface along the uterus (on the endometrial margin) and
grow at implantation sites, persisting regardless of embryo or fetal survival [20-22].
On the other hand, the presence of green rings can be related to the interaction of
CHL with the endometrial glands, indicating the implantation sites in a manner simi-
lar to those observed with trypan blue. Our results suggest that embryo death may be
due to either the interaction between CHL and some general contrel mechanisms of
embryo development, or to the blocking ol some embryo-maternal interactions at
the endometrial gland level; this possible interaction. however, needs to be cvaluated.

There are no data available in the scientific literature regarding the effects of
CHL on embryo development or maternal interactions. Khera [23,24] described that
the administration of an exogenous chemical to pregnant animals may cxceed the
detoxification and elimination capability of the mother, altering certain physiological
processes and thus may modily the nermal development of the offspring, even
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causing death. However, Chahoud et al. [25] demonstrated that developmental
clTects are not always associated with maternal toxicity.

Dolicocephalia has been described as an indicator of the direct action of
teratogenic agents on the central nervous system [26]; in our experiments, all fetuses
with this malformation occurred in only one ltter (40mg/kg CHL). Although our
results do not suggest that the occurrence of this anomaly was associated with CHL
treatment, the matter requires further study.

Although experimental teratology protocols have been well established, in our
study we were interested in evaluating the toxic effect of a single high dose of CHL
used in our previous studies [4, 8. 9, 16]. Although the choice of a roule ol
administration should consider the expected route of human exposure, we use the
i.p. as the route of administration because we Kknow that in antimutagenic
experiments, the degree of protection varied with the toxicant and the mode of
administration of CHL, and oral administration subjects the test substance to
limitations of absorption and metabolism that are similar but not necessarily
identical to those humans [27]. On the other hand. we chose gestational day 8 as the
treatment day based two facts: that the period of organogenesis begins on that day
and that it has been found that the administration of a single dose on days 8 or 9
induces alterations on ossification of the paretal, occipital, xiphoid. and metatarsal
phalanges [28-31}.

Bone anomalies are good indicators of embryo and [etal developmental damage
in both rats and mice. Such anomalies arc sensitive indicators because they can be
detected in [etuses without external macroscopic mallormations [32,33]. The
induction of skeletal anomalies was higher than that ol external anomalies, which
was also unrelated to CHL treatment.

When the pregnant females were treated with 40 and 50 mg/kg of CHL, fetuses
with maiformed ribs were observed. Spinal alterations (fused or deviated vertebrae,
or S shaped spine) were found only among the fetuses of mice treated with
50 mg/kg CHL. These results suggest that such alterations may be associated with
embryotoxicity {28 34, 35].

Because the frequency of both external and internal alterations reported here
was low and unrelated to CHL administration, we suggest that they were caused by
embryotoxicity probably induced by the interaction between the CHL and the yolk
sac, although the spontaneous occurrence of some of these malformations has been
reported in mice, particularty in the CD-1 strain [36-38].

Although CHL was given in a single dose on day 8 i.p., the results in this study
indicate that CHL is associated with significant embryo lethality in a dose-dependent
manner. All of the supposed developmental effects of CHL are only observed at
doses that are possibly associated with significant treatment-induced maternal
toxicity. Therefore, further tesearch should be done to evaluate the effects of
administering CHL for various gestational days through the oral route.
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