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RESUMEN

Dado que los flavonoides del vino tinto constituyen una fuente rica de antioxidantes,
se ha propuesto su uso en la proteccién de enfermedades crénicas originadas por
estrés oxidativo, entre las que se puede incluir las relacionadas con dano al ADN. En
éste estudio se evaluaron los efectos del vino tinto (con y sin etanol) sobre el dano
genotoxico y citotéxico inducidos por el trioxido de cromo (CrOs). Para lo cual, se
cuantificé el incremento de la frecuencia de micronucleos (MN) y la frecuencia de
eritrocitos policromaticos (EPC) con respecto a los normocromaticos (ENC) en sangre
de raton in vivo. Se administraron por via oral tratamientos agudos y subcrénicos de
vino tinto con y sin etanol, y se aplicé por via i.p. uno de los principales flavonoides
presentes en el vino tinto (la quercetina). Como inductor de dafio genotdxico se les
aplicé por via i.p. el CrOs. Cuando se administrd el tratamiento agudo de vino tinto con
etanol (concentrado) se increment6 de manera marginal la frecuencia de MN a las 24
horas. Al diluir el vino tinto con agua, ya no se observé aumento en el niumero de MN.
Estos resultados hicieron suponer que el incremento en la frecuencia de MN se debe a
la concentracion de etanol y no a los flavonoides que contiene el vino. Para apoyar esta
idea se repitid el protocolo empleando vino tinto sin etanol (concentrado) y al igual que
en el protocolo anterior ya no se observaron efectos en la induccion de MN, ni al
administrar el tratamiento subcrénico del vino tinto. Cuando se combinaron los
tratamientos administrando el vino tinto previamente a la aplicacion del CrOs; no
disminuyé la induccion de MN inducidos por el CrOs, ni cuando se aplicé la quercetina.
En cuanto a la citotoxicidad, s6lo en el tratamiento subcrénico se observé una

disminucién en la frecuencia de EPC.



I. INTRODUCCION

Se ha propuesto que el consumo de vino tinto puede prevenir o contrarrestar
algunos de los efectos originados por el estrés oxidativo entre los que se pueden incluir
las enfermedades relacionadas con el dario al ADN entre las que se encuentra el
cancer, esto debido a que el vino tinto contiene diversos compuestos con propiedades
antioxidantes (Bruce y Walzen, 2000; Greenrod et al., 2005). Dentro de los principales
compuestos con propiedades antioxidantes del vino tinto se encuentran los flavonoides
como la quercetina, las catequinas y el resveratrol, los cuales han mostrado efectos
protectores en el tratamiento del cancer de mama, higado y estomago. Ademas de que
en algunos ensayos de prueba se ha observado que son capaces de proteger del daino
genotéxico, ya que disminuyen la induccién de aberraciones cromosémicas inducidas
por agentes como los benzo(a)pirenos y las aminas heterociclicas (Damianaki et al.,
2000).

Por su parte, se ha observado que el etanol (el cual también es un componente del
vino tinto) en concentraciones bajas (< 10 g/dia) presenta propiedades benéficas como
la prevencién de enfermedades cardiovasculares y la absorcién intestinal de lipidos,
mientras que, en altas concentraciones (> 120 g/dia) puede inducir dafno genotdxico
mediante el incremento en el numero de micronucleos (MN) y aberraciones
cromosomicas (AC) (Longnecker, 1995; Maffei et al., 2000 y 2002).

1. Antecedentes

Se ha descrito que el consumo de frutas y verduras esta asociado a un bajo riesgo
de contraer enfermedades como el cancer, debido a que contienen sustancias con
propiedades anticancerigenas o antimutagenas (Steinmetz y Potter, 1996; Garcia-
Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2001; Edenharder et al., 2002; Lako et al., 2006). En el

cuadro 1 se muestran algunos compuestos presentes en frutas y verduras que han



demostrado tener propiedades anticancerigenas, de los cuales, compuestos como los

flavonoides han mostrado un mayor potencial anticancerigeno.

Cuadro 1. Compuestos con propiedades anticancerigenas presentes en
frutas y verduras (modificado de Steinmetz y Potter, 1996)

Compuestos de allium
Carotenoides
Alfa; Beta; Luteina; Licopeno
Cumarinas
Fibra dietética
Dithiolthiones
Flavonoides
Acido félico
Isotiocianatos
D-limonene
Fitoesteroides
Inhibidores de proteasa
Saponinas
Selenio
VitaminaCy E
Clorofila y sus sales

Estos compuestos también se pueden encontrar en bebidas fabricadas a partir de
frutas y verduras, como son los jugos de uva, de kiwi y en bebidas como el vino tinto, el

té verde y negro (Edenharder et al., 2002).

2. Vino tinto y sus componentes antioxidantes

El vino es una bebida alcohdlica producto de la vid que desde tiempos remotos es
fabricada y consumida por la humanidad, hoy en dia existen diversos tipos de vinos,
entre los cuales estan el vino tinto, el blanco y el espumoso. La diversidad de vinos se
debe a la gran variedad de tipos de uva que existen en el mundo, como lo son la
Cabernet Sauvignon, Merlot, Rioja entre otras (Aleixandre, 1997).



En el vino tinto se pueden encontrar compuestos con propiedades antioxidantes, por
lo que al vino tinto se le ha descrito con efectos benéficos para la salud como la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, el incremento de la absorcion intestinal
de lipidos, ayuda a la disolucién de calculos, es un diurético y ayuda a controlar la
diabetes en algunos casos (diabetes tipo IlI) (Tomera, 1999; Bruce y Walzen, 2000;
Tedesco et al., 2000).

En el cuadro 2 se muestra una lista de los principales antioxidantes que estan
presentes en el vino tinto, entre los mas ampliamente estudiados se encuentran las
catequinas, la quercetina, el resveratrol y la apigenina, los que han mostrado que
pueden inhibir el crecimiento celular de lineas tumorales y ayudar en la captura de
radicales libres. Los &acidos caféico y galico también han mostrado capacidad
antioxidante contra la propagaciéon de radicales perdxidos, generados en la fase
lipofilica de las lipoproteinas de baja densidad (Rice-Evans et al., 1996; Valko et al.,
2006).

Cuadro 2. Antioxidantes presentes en el vino (Pomés-Aguirre y Leighton, 1998)
- Acidos fendlicos (Acido Galico)

- Acidos cinamicos (Acido Caféico)

- Derivados de tirosina (Acido Tirosol)

- Estilbenos (Resveratrol)

- Flavonoides: Flavonas (Apigenina)
Flavonoles (Miricetina, Quercetina)
Flavanoles (Catequina)
Antocianidinas (Malvidina)

- Taninos condensados (Procianidinas)




2.1 Flavonoides

De los compuestos polifendlicos que
estan presentes en el vino tinto los
flavonoides son los que se encuentran
en mayor concentracion. En el cuadro 3
se muestran los principales
constituyentes fendlicos presentes en el
vino tinto de los cuales aunque las
catequinas son las que se presentan en
mayor concentracion se ha descrito que

la quercetina es la que tiene un mayor

potencial antioxidante (Rice-Evans et
al., 1996).

Cuadro 3. Constituyentes fendlicos
presentes en el vino tinto (Rice-
Evans et al., 1996)

Compuesto fendlico mg/I
Catequina 191
Epicatequina 82
Acido galico 95
Cianidina 3
Malvidin-3-glucésido 24
Rutin 9
Quercetina 8
Miricetin 9
Acido cafeico
Resveratrol

Los flavonoides constituyen un grupo importante de polifenoles que se encuentran

naturalmente en las plantas, por lo que representan una parte integral de la dieta

humana. Se estima que la ingesta diaria de flavonoides es aproximadamente de 1 g

(dependiendo de la dieta). La quercetina es el flavonoide mas abundante en la dieta, se

estima que su consumo oscila entre los 4 y 68 mg por dia (Hollman y Katan, 1999;

Valko et al., 2006).

En la figura 1 se muestran las diferentes familias de flavonoides que se encuentran

en la dieta. La quercetina y el kaempferol pertenecen al grupo de los flavonoles, las

catequinas a los proantocianidinas, la apigenina y la luteolina a las flavonas y la

miricetina, la naringina y la naringenina a las flavanonas (Skibola y Smith, 2000).



Flavonoides

Flavonoles Proantocianidinas Isoflavonoides Flavonas Flavanonas
Quercetina Catequinas Isoflavonas Coumestanas Apigenina Miricetina
Kaempferol_ Luteolina Naringina
Quercetagetin | Quercetagetina Naringenina
(-)-epicatequina - l
(-)-epicatequina Genistein Coumestrol
galato Daidzein

Figura 1. Familias de flavonoides que se encuentran en la dieta (modificado de Skibola y
Smith, 2000)

La estructura basica de los flavonoides (figura 2) es una molécula difenilo unida por
tres atomos de carbono los cuales estan en forma heterociclica unidos por un grupo oxi.
La molécula contiene grupos funcionales, principalmente hidroxilos, unidos a los anillos,
los que dependiendo de su posicién le dan el nombre al compuesto y posiblemente le
confieren su capacidad antioxidante donando electrones o atomos de hidrogeno para
poder estabilizar a los radicales libres, quelan metales, inhiben la proliferacién celular,
interfieren con la oxidacién de lipidos y otras moléculas (Rice-Evans et al., 1996; Oak et
al., 2005; Valko et al., 2006).



Figura 2. Estructura basica de los flavonoides (Valko et al., 2006)

La absorcion asi como la distribucién, metabolismo y excrecién de los flavonoides en
humanos ha sido poco estudiada. Se sabe que los flavonoides que estan presentes en
los alimentos estan unidos a una molécula de azicar como b-glucésidos, con excepcidn
de las catequinas, y que estos flavonoides glucésidos son mayormente absorbidos por
la pared del estomago e intestino a diferencia de aquellos que no contienen la molécula
de azucar, conocidos como agliconas. En un estudio en personas que se les habia
practicado una ileostomia, observaron que la absorcién de la quercetina sin la molécula
de azucar fue del 24%, mientras que la absorcion de la quercetina glucésido fue del
52%, concluyendo que la mitad de azucar de la quercetina glucésilada es un
determinante en su absorcion (Hollman y Katan, 1999).

2.2 Proteccion de dano genotoxico y carcindgeno
Entre los efectos biol6gicos que pueden tener los flavonoides esta el de la proteccién

del dano genotdxico, ya que se ha observado que estos son capaces de disminuir la



frecuencia de MN y AC inducidos por diversos agentes como pueden ser los
benzo(a)pirenos y las aminas heterociclicas, también se ha observado en estudios in
vitro que pueden proteger del estrés oxidativo mediado por el tert-butil hidroperoxido y
por el H.O, (Damianaki et al., 2000; Edenharder et al., 2003; Alia et al., 2006).

El potencial antioxidante de los flavonoides como la quercetina puede estar
relacionado con posibles propiedades anticancerigenas entre las que se incluyen la
inhibicion del crecimiento de lineas celulares derivadas de canceres humanos como son
las de estomago, colon, préstata y mama. Asi mismo se ha observado que se puede
suprimir el crecimiento y desarrollo de cancer cérvico-uterino, melanomas y tumores
intestinales en el raton (Soleas et al., 2002). De igual manera en diversos estudios se
ha observado que la quercetina, las catequinas y el resveratrol, pueden inhibir la
proliferacién celular en lineas de tumores de mama e higado in vitro, y que en roedores
protegen y disminuyen el desarrollo de cancer en higado, piel y estomago, entre otros
(Yang et al.,, 2001; Wilms et al., 2005). En estudios clinicos la quercetina inhibi6 la
actividad de la tirosin quinasa en linfocitos de pacientes que llegaban a presentar el
desarrollo de un cancer, sin embargo algunos pacientes llegaron a desarrollar cierto

grado de nefrotéxicidad (Ferry et al., 1996).

Si bien en estudios de laboratorio se ha llegado a demostrar la inhibicion de la
carcinogénesis por parte de los polifenoles, no obstante, estos resultados deben de ser
usados con precaucion en aquellos ensayos donde se pretendan utilizar a los
polifenoles en la reduccion de cancer humano ya que puede generar el desarrollo de
otros padecimientos (Ferry et al., 1996; Skibola y Smith, 2000).

2.3 Mecanismos de proteccion

El mecanismo de proteccion de los flavonoides esta relacionado con su potencial
antioxidante, siendo los grupos funcionales de sus anillos los que juegan un papel
importante en esta actividad. En la figura 3 se muestran los grupos estructurales de los
flavonoides que actuan en la captura de radicales libres, se puede observar que el



grado y posicidon de los grupos hidroxilos en el anillo B, da como resultado una alta
actividad y estabilidad a la molécula cuando se deslocaliza un electron o actuando
como un sitio preferido para los metales traza, como se muestra en el inciso A. También
el doble enlace entre los carbonos 2 y 3, junto con el grupo 4-oxo en el anillo C amplian
la capacidad de captura de radicales por parte de los flavonoides y éste doble enlace
combinado con un grupo hidroxilo en la posicién 3 del anillo C, aumenta la actividad en
la capacidad de captura de radicales, y la sustitucion del hidroxilo en ésta posicion
disminuye esta actividad (inciso B). Asi mismo, se ha observado que grupos hidroxilos
en la posicion 3 del anillo C y en la posicién 5 del anillo A, han demostrado una
actividad en la captura de radicales (inciso C) (Soobrattee et al., 2005; Balasundram et
al., 2006).

OH OH

0OH OH

e
E |
HO 0 @ HO 0 T
90 f
OH OH

1 OH 0
(A (B)

OH

( L.:'

Figura 3. Grupos estructurales para la captura de radicales libres (Soobrattee et al., 2005)



A pesar de los efectos benéficos que tienen en la salud los flavonoides, estudios
recientes han demostrado que si se les consume en grandes cantidades pueden llegar
a presentar bajo ciertas condiciones una actividad pro-oxidante, como con la presencia
de metales de transicidn o peroxidasas y un pH alto, lo que lleva a la formacién de
especies reactivas de oxigeno y radicales fenoxilo los cuales danan al ADN, a los
lipidos y a otras moléculas biolégicas (Paolini et al., 2003; Galati y O’'Brien, 2004; Valko
et al., 2006).

3. Agentes inductores de dano al ADN

Se ha propuesto que el dano al ADN puede ser originado por las especies reactivas
de oxigeno y nitrégeno, los cuales pueden ser generados por fuentes endbégenas, por
ejemplo, los procesos normales fisiolégicos dentro de los cuales se encuentra el
metabolismo de respiracién de la mitocondria, o por fuentes exdgenas, como las
interacciones xenobidticas con algunos agentes tales como los metales y la radiacion,
entre otros. Cuando el mecanismo de control antioxidante es rebasado por los radicales
libres, el potencial redox de la célula cambia a un estado de estrés oxidativo, creando
un incremento de dafo potencial hacia el ADN celular, los lipidos y las proteinas
(Klaunig y Kamendulis, 2004).

En el cuadro 4 se muestran las principales especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
las cuales son el superdxido ‘Oz, el perdxido H2O,, el oxido nitroso ‘NO, y uno de los
mas reactivos que es el radical hidréxilo "OH, asi como el lugar de donde proceden
estas especies reactivas. También, se muestran los antioxidantes celulares que ayudan
en los mecanismos de proteccidn celular, los antioxidantes enzimaticos (la superdxido
dismutasa, la glutation peréxidasa), los cuales reaccionan con los radicales ‘O, y H2O»
transformandolos en H,O; de igual manera se tienen a los antioxidantes no enzimaticos
qgue proceden de la dieta como son la vitamina E, la vitamina C y las catequinas, los
cuales neutralizan la accién reactiva de los radicales libres (Bagchi et al., 2000; Klaunig
y Kamendulis, 2004; Valko et al., 2004). Cuando el ADN es danado y no es reparado
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ocurre una mutacion, la cual podria contribuir al proceso de carcinogénesis (Klaunig y
Kamendulis, 2004).

Cuadro 4. Generacion y eliminacion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno en la
célula (Klaunig y Kamendulis, 2004)

Oxidantes Celulares Origen Especies Oxidativas
Endogenos Mitocondria ‘O,, H,0,,"0OH
Citocromo P450 'Oy, H20,
Macréfagos ‘O,, H20,, 'NO, OCI
Peroxisomas H20,
Exdgenos Compuestos ciclicos redox 02
Metales (reaccion de Fenton) ‘OH
Radiacion ‘OH
Antioxidantes Celulares.
Enzimaticos No enzimdticos
Superoxido dismutasa Vitamina E
Catalasa Glutation
Glutation perdxidasa Vitamina C
Glutaredoxin Catequinas
Thioredoxin

Oxidante > Antioxidantes - Dano Oxidativo (DNA, RNA, lipidos, proteinas)

3.1 Cromo

Se sabe que los metales pesados, como el cromo, cuando se van reduciendo
generan radicales libres que pueden interaccionar con las moléculas del organismo y
provocando un posible dafo genotodxico. Particularmente, los compuestos de cromo (VI)
son potencialmente téxicos y carcinogénicos, porque atraviesan la membrana celular y
se reducen hasta formar compuestos estables de Cr (lll), en presencia de reductantes
celulares, generando asi radicales hidroxilo y peréxido que causan una amplia variedad
de danos al ADN, principalmente aductos ADN-Cr, muerte celular apoptoética, y altera la
expresién de genes (Garcia-Rodriguez et al., 2001; Bagchi et al., 2002; O’Brien et al.,
2003; Valko et al., 2006).

El cromo se encuentra de manera natural en el ambiente en dos estados de

valencia, cromo trivalente Cr (lll) y hexavalente Cr (VI). El Cr (lll) es esencial en el

11



funcionamiento de la insulina y es requerido en el metabolismo normal de proteinas,
grasas y carbohidratos, es facil encontrarlo en forma de sales en suplementos dietéticos
como micronutrimento, sin embargo el consumo crénico de estas sales puede provocar
nefrotoxicidad (Bagchi et al., 2002).

3.2 Mecanismo de induccion de dano al ADN por parte del cromo

El Cr en su estado hexavalente tiene muy poca actividad biolégica pero dentro de la
célula puede llevar una rapida reducciéon metabdlica por el acido ascérbico y tioles de
bajo peso molecular como el glutatién reducido y la cisteina, asi como el &cido lipoico,
NAD(P)H, fructosa, ribosa, H>O,, entre otros, siendo el 4cido ascorbico y los tioles los
mas importantes reductores del Cr (VI). En la Figura 4, se muestra la reduccién del Cr
(VI) bajo condiciones fisiol6gicas se puede dar de dos maneras principalmente: primero
con una serie de reducciones de un electrén produciendo estados intermedios tales
como Cr (V), Cr (IV) y finalmente Cr (lll); segundo, cuando existe una concentracion alta
de reductantes celulares, el paso inicial envuelve la reduccion de dos electrones
seguida por la reduccion de un electron (O’Brien et al., 2003; Valko et al., 2006).

La reduccion del Cr (VI) produce radicales libres, principalmente el hidroxilo, radical
altamente reactivo con el ADN, provocando aductos Cr-ADN, intercambios ADN-ADN,
ADN-proteinas y dafo oxidativo (Valko et al., 2006).

Reluctantes Reaccion de
celulares Fenton
Cr(VM)j ———» Cr(V)+H,0, —— 3 Cr(VI)+'OH+ OH

Reductantes
celulares
Reluctantes
celulares Cr(IV) + HHO; ——— & Cr (V) + OH + OH

Cr (Il

Figura 4. Reduccion biolégica del Cr (VI) (dentro de la célula)(Valko et al., 2006)
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3.3 Dano carcinogeno y genotoxico del cromo

Los efectos biol6gicos de exposicidn al Cr estan asociados con la forma en la cual se
encuentra el compuesto. Las formas metalicas trivalentes al parecer no inducen efectos
téxicos directos, debido a que estas formas no son capaces de atravesar la membrana
celular in vivo. Sin embargo, se ha demostrado que los compuestos del Cr (VI) si son
capaces de atravesarla y producir dano al ADN. Diversos estudios han reportado el
dano genotoxico de los compuestos del Cr (VI) mediante el incremento de la frecuencia
de AC, de MN y de mutaciones puntuales. También se ha observado induccion de
intercambio de cromatidas hermanas y de transformacién 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
planteé que el Cr (VI) tiene la habilidad de atravesar la placenta (Garcia-Rodriguez et
al., 2001; O’Brien et al., 2003; Garcia-Rodriguez, 2006; Valko et al., 2006; Wise et al.,
2006).

Particularmente se ha descrito que el trioxido de cromo (CrOsz) 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 ademas de que se ha confirmado su
actividad como inductor de cancer (Singh et al., 1998; Danadevi et al., 2004).

4. Ensayos para evaluar el dafio al ADN

Existen varias pruebas para evaluar dafo genotdxico como son: a) ensayos para
evaluar mutaciones (bacterias; prueba de AMES), b) ensayos in vitro, para evaluar dafio
cromosomico (células de mamifero; frecuencia de AC) y c¢) ensayos in vivo (médula

Osea o sangre; frecuencia de MN) (Garcia-Rodriguez, 2006).
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4.1 Micronucleos

El ensayo de MN tanto in vivo como in vitro es ampliamente usado para evaluar
compuestos quimicos que producen dafno clastogénico y aneugénico. Es una prueba
sencilla y rapida de realizar y no requiere de mucha experiencia por parte del evaluador
para realizarla como sucede en otras pruebas, como en el intercambio de cromatidas
hermanas (ICH’s), ademas de que ésta prueba esta bien aceptada por parte de la FDA,
EPA e IARC, para la evaluacién de dafio genotdxico (Kim et al., 2000).

Los MN son cuerpos que estan en el citoplasma y que contienen ya sea un
cromosoma o parte de un cromosoma que durante la divisién celular no se une al
nucleo de la célula hija. Estos MN se tifien de forma diferente a la célula. El estudio se
puede realizar en cualquier tejido que esté en proliferacion, puede ser en médula ésea
o0 en eritrocitos de sangre (Schmid y Ledebur, 1973; Hayashi et al., 1990; FDA, 2000).

Los eritrocitos de sangre se presentan como: eritrocitos jévenes que conservan un
poco de ARN ribosomal, a ellos se les llama eritrocitos policromaticos (EPC), estos se
tinen de forma diferente a los maduros o normocroméaticos (ENC), los cuales no tienen
ribosomas. El nivel de la produccién de las células micronucleadas depende de la
persistencia o toxicidad del agente y/o de la lesién que sufre el ADN. En la mayoria de
los casos la frecuencia maxima de los EPC-MN ocurre entre las 24 y 60 horas después
del tratamiento (Schmid y Ledebur, 1973; Mavournin et al., 1990).

En éste estudio se utilizd el ensayo de MN en eritrocitos de sangre con tincién de
naranja de acridina, ya que ésta prueba permite estudiar el comportamiento del farmaco
empleado sin necesidad de sacrificar al animal, ademas de ser una prueba sencilla y
econdémica, tiene la ventaja de que las caracteristicas de los MN estan bien definidas
reduciendo asi el tiempo de observacién, ademas de que se puede contabilizar una
mayor cantidad de células en el mismo intervalo de tiempo, lo cual aumenta la

confiabilidad del analisis estadistico de la prueba.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el vino tinto se han encontrado diversos compuestos que presentan una alta
capacidad antioxidante como los flavonoides, estos le confieren ciertas propiedades
benéficas como lo es la proteccion de enfermedades crénicas originadas por estrés
oxidativo, entre las que se puede incluir las relacionadas con dafo al ADN.
Particularmente la quercetina ha mostrado en algunos estudios que es capaz de
proteger del dafio genotdxico originado por agentes como los benzo(a)pirenos y las
aminas heterociclicas. Asi entonces, resulta interesante observar si el consumo de vino
tinto puede proteger de dafio al ADN inducido por agentes a los que estamos expuestos
y que generan radicales libres como son los metales pesados, particularmente algunos

compuestos del Cr.

ll. HIPOTESIS

Se ha encontrado que el vino tinto contiene una alta concentracion de flavonoides
los cuales tienen propiedades antioxidantes y que algunos como la quercetina han
demostrado proteger del dafo genotdxico originado por radicales libres entonces si se
administrara vino tinto en un tratamiento agudo y la quercetina a ratones tratados con
CrOs, el cual es un agente inductor de radicales libres, se esperaria que se disminuya la

induccién de MN.

IV. OBJETIVOS

1. General

Estudiar los efectos del vino tinto y de la quercetina sobre el dafio genotéxico

inducido por el CrO; mediante la evaluacion de MN en sangre de raton.
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. Particulares
Obtener la dosis maxima del vino tinto con y sin alcohol que no induzca dafo
genotoéxico en el ratbn mediante la cinética de induccién de MN, administrando

diferentes dosis de vino.

Evaluar el efecto del vino tinto con y sin alcohol sobre el dafo genotoxico y
citotoxico inducido por el CrO3 por medio de la evaluacién de MN y la frecuencia

de EPC en sangre de raton.

Evaluar el efecto genotodxico y citotdxico de la quercetina mediante la evaluacion

de MN vy la frecuencia de EPC en sangre de raton.
Evaluar el efecto de la quercetina sobre el dafio genotdxico y citotdxico inducido

por el CrO3; mediante la evaluacién de MN y la frecuencia de EPC en sangre de

raton.
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V. MATERIAL Y METODO

1. Reactivos

Se utilizd: el colorante naranja de acridina, CAS No. 10127-02-3; quercetina
dihidratada, CAS No. 117-39-5 y trioxido de cromo (CrOs), CAS No. 1333-82-0, de la
marca Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA). También se utilizaron los vinos
tintos: XA Premium Cabernet Sauvignon, cosecha 2003 de la marca Pedro Domecq,
que contiene el 12.6% de etanol; y Free Premium, cosecha 2003, de la marca Sutter
Home Winery, el cual contiene menos del 0.5% de etanol.

2. Animales

Se emplearon ratones machos jovenes (CD-1), de dos a tres meses de edad, y de
un peso de 35 a 40g que se obtuvieron del bioterio Harlan de la Facultad de Quimica,
UNAM. Estos se mantuvieron en cajas de plastico y con alimentacion de nutricubos
Harlan para roedores, en condiciones estériles a una temperatura y humedad relativa

controlada, con un fotoperiodo controlado (12horas luz-12 horas oscuridad).

3. Preparacion de laminas

En una mezcla de etanol-cloroformo [9:1], se colocaron los portaobjetos por 24 horas
y se secaron con un pano limpio. Se preparé una solucidn de naranja de acridina
1mg/ml, de la cual se colocaron 10ul en un portaobjetos precalentado (70°C), se
distribuyd uniformemente el colorante en la laminilla y se dejé secar a temperatura

ambiente y se almacenaron en una caja hasta su uso.
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4. Tratamientos

Grupos de 5 ratones cada uno fueron divididos en: a) grupo testigo, a los que se les
administré agua ad libitum, b) grupos tratados con vino tinto (12.6% y <0.5% de etanol),
tratados por via oral ad libitum, también se realizé un tratamiento subcrénico utilizando
el mismo grupo de vino con 12.6% de etanol, en el cual se administro sélo vino por dos
semanas mas dejando entre ellas un periodo de descanso de tres dias en donde se les
permitié el consumo de agua ad libitum, c) grupo tratado con quercetina, a estos se les
aplicaron tratamientos de 625 mg/kg de peso corporal por via i.p y d) grupo CrO3, a este
ultimo se le aplicé por via i.p. 20 mg/kg de peso corporal, e) grupo vino tinto tratado por
via oral ad libitum mas la aplicacion de CrO3 (20 mg/kg de peso corporal por via i.p.), f)
grupo tratado con quercetina (625 mg/kg de peso corporal por via i.p) mas CrO;3 (20
mg/kg de peso corporal por via i.p.) (Figura 5). Todos los ratones se mantuvieron
separados individualmente y se registré la cantidad consumida tanto de agua como de

vino por cada organismo y se obtuvo el promedio diario.
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Grupo Testigo

RSN T T T S N .
0 1 2 3 7 8 9 10 dia
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Administracion de agua Administracion de agua

Grupos Tratados
b) Cromo

§ I S H: O 1 1 3

0 1 2 3 f7 8 9 10 dia
Administracién de CrO; 20 ma/ka de peso

¢) Vino tinto (< 3% v 12.6% de alcohol)

T 1 1 7

L 1 2 3 dia
~v~

Administracion de vino tinto

d) Vino tinto mas cromo

1t 1t ft 3 1t 1 3

Q 1 2 3 I 8 9 10, dia
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Administracion de vino tinto Administracion de vino tinto

Administracién de CrO; 20 ma/ka de peso

e) Quercetina

| 3 1
S

1 2 3 dia
Administracion de quercetina 625 mg/kg de peso

f) Quercetina mas cromo

T 1 7

2 h 1 2 3 dia
Administracién CrO; 20 ma/kg de peso

Administracion de quercetina 625 mg/kg de peso

* Toma de muestra

Figura 5. Protocolos utilizados para observar los efectos del vino tinto y quercetina sobre

la induccion de dano al ADN del CrO;
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5. Analisis de micronucleos

A los portaobjetos preparados con el colorante se les agregd una gota de sangre en
el centro, esta se cubrid con un cubreobjetos y se guardaron en refrigeracién por 24

horas, posteriormente se observaron en microscopio de fluorescencia.

Se cuantificaron los eritrocitos policromaticos con formacion de MN (MN-EPC) que
hay en 2000 eritrocitos policromaticos (EPC) por ratén, asi como la frecuencia de
eritrocitos policromaticos que se encuentren en 2000 eritrocitos totales (EPC + ENC)
(Figura 6).

a)

Figura 6. Microfotografia de eritrocitos de sangre tefidos con Naranja de Acridina: a)
micronucleo en eritrocito policromatico; b) eritrocito normocromatico (negro) y eritrocito
policromatico (naranja)

Para evaluar el dafo genotoxico se tomé en cuenta la frecuencia de MN-EPC en
1000 EPC; para conocer el dafio citotdoxico se considerd la frecuencia de eritrocitos
policromaticos (EPC) que hay en 1000 eritrocitos (tanto policromaticos como

normocromaticos).
A la induccion de MN se les determind la Frecuencia de Induccion Neta de

Micronucleos (NIF por sus siglas en inglés), ésta nos sirve para descartar la induccion

espontanea que haya tenido el grupo a la hora 0 ya que no se la ha aplicado ningun
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tratamiento (Garcia-Rodriguez et al., 2001; Garcia-Rodriguez, 2006), y se determina de
la siguiente manera:
NIF= X, — Xo
donde:
xi = valor de la media a la hora i

Xo = valor de la media a la hora O

También se determind la Frecuencia Diferencial de Induccion de Micronucleos (DIF
por sus siglas en inglés), la cual descarta la posibilidad de que el efecto observado sea
producto de la manipulacion ya que en ella se descuenta la induccion que hay en el
grupo testigo (Garcia-Rodriguez, 2006), se realiza como sigue:

DIF = X, — X;

donde:
Xy = valor de la media de cada hora del grupo tratado

X = valor de la media de cada hora del grupo testigo (respectivamente)

6. Analisis estadistico

En todos los protocolos se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) seguida de la
prueba de Tukey, para los datos obtenidos utilizando el paquete estadistico de
computadora SPSS/PC V11™, y utilizando la prueba Ji cuadrada (%) con correccién de
yates para las frecuencias en el paquete estadistico para computadora STATISTICA

6.0™. A todos los datos se les considerd un nivel de significancia p < 0.05.
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VI. RESULTADOS

El consumo promedio diario tanto de vino tinto como de agua de los diferentes
ensayos se muestra en el cuadro 5, en donde se observa que en el tratamiento agudo
el grupo tratado con vino tinto (12.6% de alcohol) consumié menos que el grupo al cual
se le dio agua, esto fue similar en el tratamiento subcrénico, sin embargo en el ensayo
con vino tinto con menos del 0.5% de alcohol el grupo tratado consumié mayor cantidad

que el grupo testigo.

Cuadro 5. Consumo promedio diario de los ensayos con vino tinto (ml)

Tratado Tratado Tratado (vino
Tratamiento | Testigo | (vino 12.6% | Testigo | (vino diluido | Testigo con <0.5%
de etanol) al 75%) etanol)

agudo
dosis Unica 6.36 5.29 7.90 5.07 11.67 12.67
subcrénico

1a dosis 6.36 5.29 - - - -

2a dosis 8.53 4.70 - - - -

3a dosis 7.58 4.53 - - - -
— No determinado

1. Efecto del vino tinto sobre el dafio genotéxico

En el cuadro 6, se muestran los promedios de la frecuencia de MN cuando se
administré6 de manera aguda el vino tinto (12.6% de alcohol), se puede observar que
aumento el numero de MN en las muestras tomadas un dia después de iniciado el
tratamiento, el cual resulté estadisticamente significativo, en las muestras tomadas en

los siguientes dias el incremento no resultd estadisticamente significativo.
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Cuadro 6. Frecuencia de MN en 1000 EPC del tratamiento con vino
tinto con 12.6% de alcohol (media * desviacion estandar)

Dia Testigo Tratado
0 0.90 + 0.65 1.20 £ 0.57
1 1.00 + 0.41 240+0.65*
2 0.63 +0.25 1.60 £ 0.74
3 0.75+0.29 1.70 £ 0.84
*: p<0.05

A los datos obtenidos del tratamiento agudo se les calculé el NIF (Figura 7) (Garcia-
Rodriguez, 2006), en donde se ratifico el comportamiento observado en el cuadro
anterior ya que el incremento de la inducciéon de MN se presentd en el primer dia.
También a estos datos se les calculé el DIF (Garcia-Rodriguez, 2006), corroborandose

también dicho comportamiento (Figura 8).

1.6 1
1.4 1
1.2 1
1.0 1
0.8 ~
0.6 A

Induccion de MN

0.4
0.2

0.0

1 2 3
Dia

O Testigo W Tratado

Figura 7. NIF del tratamiento con vino tinto con 12.6% de alcohol con respecto a su
grupo testigo (* p<0.05)
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0.8

0.6

Indcucciéon de MN

0.4

0.2 1

Dia

Figura 8. DIF del tratamiento con vino tinto con 12.6% de alcohol sobre su grupo testigo
(* p<0.05)

A los grupos anteriores se les utilizé para evaluar el tratamiento subcrénico de vino
tinto, sus promedios de las frecuencias de MN se muestran en el cuadro 7, en donde si
bien se observa un aumento en el numero de MN que solo es estadisticamente
significativo en el primer dia, en las muestras de los siguientes dias éste aumento no es
estadisticamente significativo. Cuando se obtuvo el NIF y DIF (Figuras 9 y 10) de éste

tratamiento se ratificd lo observado anteriormente.
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Cuadro 7. Frecuencia de MN en 1000 EPC del tratamiento subcronico con

vino tinto (12.6% de alcohol), (media * desviacion estandar)

Dia Testigo Tratado
0 0.90 + 0.65 1.20 £ 0.57
% 1 1.00 £ 0.41 2.40 + 0.65*
; 2 0.63 + 0.25 1.60 £ 0.74
- 3 0.75 + 0.29 1.70 £ 0.84
7 0.80 + 0.27 1.10 £ 0.65
§ 8 0.80 + 0.27 1.00 + 0.50
° 9 0.60 + 0.42 0.90 + 0.55
« 10 0.80 £ 0.45 1.00 +0.35
14 0.90 + 0.55 0.80 + 6.95
§ 15 0.70 + 0.45 0.90 + 4.95
g 16 0.90 + 0.22 0.80 + 2.22
® 17 0.80 + 0.45 1.00 + 4.78

*: p<0.05
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Figura 9. NIF del tratamiento subcrénico con vino tinto con 12.6% de alcohol con
respecto al grupo testigo (* p<0.05)
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Figura 10. DIF del tratamiento subcrénico con vino tinto con 12.6% de alcohol sobre su
grupo testigo (* p<0.05)
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Al observar el aumento en el numero de MN en las muestras del primer dia del
tratamiento anterior, se procedié a diluir el vino tinto a una concentracion 3:1 con agua
potable. En el cuadro 8 se muestran los promedios de las frecuencias de MN del
tratamiento agudo usando éste vino, en donde se puede observar que no existe algun

incremento en la frecuencia de MN estadisticamente significativo.

Cuadro 8. Frecuencia de MN en 1000 EPC del tratamiento con vino
tinto diluido a un 75% (media * desviacién estandar)

Dia Testigo Tratado
0 0.7 £0.57 0.9+0.74
1 0.7+0.45 0.8+0.27
2 0.4+042 0.9+042
3 0.8+0.27 0.8 +£0.57

En las Figuras 11 y 12 se muestran el NIF y DIF de éste tratamiento en donde se
observa que la induccion de MN no presenta algun incremento que resulte ser

estadisticamente significativo.
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Figura 11. NIF del tratamiento con vino tinto con 12.6% de alcohol (diluido al 75%) y su
grupo testigo
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Figura 12. DIF del tratamiento con vino tinto con 12.6% de alcohol (diluido al 75%) sobre
su grupo testigo
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También se administré6 de manera aguda el vino tinto que contiene menos del 0.5%
de alcohol y en el cuadro 9 se muestran los promedios de la frecuencia de MN, en

donde no se observé algun aumento en el numero de MN que fuera estadisticamente
significativo.

Cuadro 9. Frecuencia de MN en 1000 EPC del tratamiento de vino
tinto con <0.5% de alcohol (media * desviacion estandar)

Dia Testigo Tratado
0 0.6 +0.42 0.6 +£0.22
1 1.1+£0.42 1.1+£0.55
2 1.0+0.35 1.1+£042
3 0.9+0.42 0.9+0.22

Al igual que los tratamientos anteriores a los datos obtenidos se les calcul6 el NIF y
DIF (Figuras 13 y 14), en donde se puede observar que no existe algun incremento en

la induccion de MN que resulte ser estadisticamente significativo.
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Figura 13. NIF del tratamiento con vino tinto con <0.5% de alcohol y su grupo testigo
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Figura 14. DIF del tratamiento con vino tinto con <0.5% de alcohol
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2. Efecto de la quercetina sobre el daino genotoxico

Cuando se administro la quercetina se observd un aumento en el numero de MN en

las muestras del grupo tratado el cual no resulté estadisticamente significativo, como se
muestra en el cuadro 10.

Cuadro 10. Frecuencia de MN en 1000 eritrocitos del tratamiento con
quercetina (media * desviacion estandar)

Dia Testigo Tratado
0 1.0 £ 0.61 0.5+ 0.61
1 1.0+ 0.94 1.3+0.97
2 1.0+ 0.35 1.7 £0.57
3 1.3+0.27 1.7 £ 0.67

Sin embargo, cuando se realizé el NIF (Figura 15) a éste ensayo, se observd un
aumento en la induccion de MN en las muestras del segundo y tercer dia el cual es
estadisticamente significativo. No obstante, al momento de realizar el DIF (Figura 16), si

bien se observa un incremento en la induccion de MN éste no resultdé estadisticamente
significativo.
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Figura 15. NIF del tratamiento con quercetina con respecto a su grupo testigo (* p<0.05)
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Figura 16. DIF del tratamiento con quercetina sobre su grupo testigo
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Con los resultados anteriores se realiz6 una comparacion de los promedios de la
induccién de MN, el cual se muestra en la Figura 17, y como se observo anteriormente
el vino tinto (12.6% de alcohol) administrado de manera aguda es el que presenta un
mayor aumento en la induccion de MN.

Induccion de MN
(@) ]
|

0.5

Dia

Vino 100% Vino 75% —— Vino <0.5% —m— Quercetina

Figura 17. Comparacion de los promedios de Induccion de MN de los tratamientos con

vino tinto y quercetina

3. Efecto del vino tinto y la quercetina sobre el daino genotoéxico inducido por el
CI'O3

En la evaluacién del efecto del vino tinto sobre el dano genotdxico inducido por el
CrOj; se utilizé el vino diluido 3:1. En el cuadro 11 se muestran los promedios de las

frecuencias de MN de éste tratamiento, en donde se puede observar que en las
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muestras del grupo tratado con Cr, el cual se administré en el séptimo dia, existe un
aumento en el numero de MN que resulta estadisticamente significativo en el noveno y
décimo dia. También se puede observar que en el grupo tratado con vino y después
con Cr existe un incremento en el numero de MN que en las muestras del noveno dia
es estadisticamente significativo. Cuando se realizé el NIF (Figura 18) a los datos de
éste ensayo, se ratifico el comportamiento observado en el cuadro 11, ya que el
incremento de la induccion de MN se presentd en el noveno y décimo dia del grupo

tratado con Cr y en el noveno dia del grupo vino-Cr.

Cuadro 11. Frecuencia de MN del tratamiento de vino tinto diluido al 75% sobre el
dano genotéxico del cromo (media * desviacion estandar)

33

Dia Testigo Cromo Vino tinto Vino-cromo
0 0.67 £ 0.41 0.92 +0.58 0.86 £ 0.38 0.71£0.49
1 1.00 £ 0.32 0.92 +£0.49 1.14 £ 0.48 1.07 £ 0.45

2 1.08 £ 0.49 1.08 £ 0.38 1.07 £ 0.45 1.14 £ 0.24

3 1.08 £ 0.58 1.17 £ 0.41 1.21+£0.39 1.07 £ 0.53

7 1.17 £ 0.26 —1.08 £ 0.58 0.93+0.45 —1.00 £ 0.50
8 1.08 £ 0.49 1.50+£0.77 1.21 £ 049 1.50 £ 0.29

9 1.25+0.27 4.25 + 1.44* 1.07 £ 0.67 2.64 + 0.80*
10 1.50 £ 0.45 3.25+0.61* 1.50 + 0.41 1.86 + 0.56

*: p<0.05 —: administracién de CrO;
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Figura 18. NIF del protocolo de vino tinto con 12.6% de alcohol (a una concentracion del
75%) y cromo (*p<0.05)

En el cuadro 12 se muestran los promedios de las frecuencias de MN del efecto del
vino tinto con menos del 0.5% de alcohol sobre el dafio genotdxico inducido por el CrOs,
si bien se observa que la administracién de vino tinto no induce un aumento en el
nuamero de MN que resulte estadisticamente significativo, no obstante cuando se le
administro la dosis de Cr en el séptimo dia a un grupo tratado con vino se observé un
incremento en el numero de MN que resulta estadisticamente significativo en las

muestras del noveno y décimo dia.
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Cuadro 12. Frecuencia de MN del efecto de vino tinto (<0.5% de alcohol) sobre el dafio

genotoxico del cromo (media * desviacion estandar)

Dia Testigo Cromo Vino Vino-cromo
0 1.00 £ 0.35 0.92 £ 0.58 0.60 +0.22 1.10 £ 0.42
1 0.90 +0.42 0.92 +0.49 1.10 £ 0.55 1.00 £ 0.35
2 0.90 £ 0.22 1.08 £ 0.38 110+ 042 1.00 + 0.61
3 1.30 £ 0.57 1.17 £ 0.41 0.90 +0.22 1.30 £ 1.04
7 1.00 £ 0.00 —1.08 £0.58 0.70 £ 0.27 —1.20 £ 0.27
8 1.20 £ 0.57 1.50 £ 0.77 1.10 £ 0.74 1.80 £ 0.91
9 1.10 £ 0.22 4.25 + 1.44* 1.10 £ 0.22 3.00 £ 1.41*
10 1.00 £ 0.00 3.25+0.61* 1.10 £ 0.55 2.10 £ 0.42*
*: p<0.05 —: administracién de CrOg;

En la Figura 19 se muestra el NIF de éste ensayo, en donde se corrobora las
observaciones hechas sobre el cuadro anterior, debido a que el incremento de la
induccién de MN se presentd en el noveno y décimo dia de los grupos tratados con

Cromo y con vino y cromo.

Inducciéon de MN

3.5

2.5

1.5

|+

*

Dia

10

O Testigo @ Cromo O Vino <0.05% M Vino <0.05%-Cr

Figura 19. NIF del tratamiento con vino tinto con menos del 0.5% de alcohol y cromo
(* p<0.05)
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En el cuadro 13 se muestran los promedios de las frecuencias de MN obtenidas en
el ensayo de quercetina y Cr en donde se puede observar un aumentd en el numero de
MN que es estadisticamente significativo en las muestras del segundo y tercer dia del
grupo tratado con Cr y para el segundo dia del grupo tratado con quercetina y Cr,
también se observd que si bien en el grupo tratado sélo con quercetina existe un

incremento en el numero de MN, éste no resulta ser estadisticamente significativo.

Cuadro 13. Frecuencia de MN del efecto de la quercetina sobre el dano genotoxico
del cromo (media * desviacion estandar)

Dia Testigo Cromo Quercetina Quercetina-
cromo
0 0.50 +£0.35 1.08 £ 0.58 0.50 + 0.58 0.83 + 0.41
1 0.80 +£0.27 1.50 +0.77 1.21 + 0.81 1.25+0.76
2 1.20 + 0.57 4.25 + 1.44* 1.50 + 0.65 3.00 +1.67*
3 1.30 £ 0.45 3.25+0.61* 1.50 £ 0.71 2.40+0.65
*: p<0.05

A los datos obtenidos de éste tratamiento también se les calculé el NIF, que se
muestra en la Figura 20 y se puede observar que persisten los incrementos de la
induccién de MN observados en el segundo y tercer dia del grupo tratado con Cry en el
segundo dia del grupo tratado con quercetina y Cr, los cuales resultan ser

estadisticamente significativos.
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Figura 20. NIF del tratamiento de quercetina y cromo (* p<0.05)

4. Efecto citotoxico del vino tinto y la quercetina

En la Figura 21 se muestran los promedios de la frecuencia de EPC sobre ENC del
ensayo con vino tinto (12.6% de alcohol) administrado de manera aguda, en donde el
grupo testigo tiene una disminucién en la frecuencia con respecto al grupo tratado; no

obstante, ésta disminucion no resulta ser estadisticamente significativa.
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Figura 21. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del tratamiento con vino tinto (12.6% de
alcohol), (media * desviacion estandar)

En la Figura 22 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC del
tratamiento subcrénico de vino tinto, en donde se puede observar que en el grupo
tratado con vino existe una disminucién que resulta estadisticamente significativa en las
muestras de los dias 15 y 17. El grupo testigo si bien presenté una disminucién en el

primer dia de tratamiento ésta no fue estadisticamente significativa.
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Figura 22. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del tratamiento subcrénico con vino
tinto (12.6% de alcohol), (media * desviacién estandar) (* p<0.05)

Con respecto a la frecuencia de EPC sobre ENC de los ensayos con vino tinto
diluido al 75%, de vino con menos del 0.5% de alcohol y de la quercetina, que se
muestran de las Figuras 23, 24, y 25 respectivamente, no presentan alguna variacion en
las muestras que fueran estadisticamente significativas. De igual manera, cuando se
realizd la evaluacion de la frecuencia de EPC sobre ENC en los ensayos donde se
combina vino y Cr (Figuras 26 y 27), y también quercetina y Cr (Figura 28) no se
observa que exista alguna variacién en las muestras que resulten ser estadisticamente

significativos.
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Figura 23. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del tratamiento de vino tinto (12.6% de
alcohol) concentrado al 75%, (media * desviacién estandar)
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Figura 24. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del tratamiento de vino tinto (<0.5% de
alcohol), (media * desviacion estandar)
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Figura 25. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del tratamiento con quercetina (media *
desviacion estandar)
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Figura 26. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del efecto del vino tinto diluido al 75%
sobre el CrO; (media * desviaciéon estandar)
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Figura 27. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del efecto de vino tinto (<0.5% de
alcohol) sobre el CrO; (media * desviacion estandar)

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Frecuencia de EPC/1000
eritrocitos

Dia

Testigo Cromo —— Quercetina —m— Quercetina-Cr

Figura 28. Frecuencia de EPC en 1000 eritrocitos del tratamiento con quercetina y cromo
(media % desviacion estandar)
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VII. DISCUSION

En los resultados de éste trabajo se observé que la administracion aguda de vino
tinto a ratones machos incrementa la frecuencia de MN, la cual result6é estadisticamente
significativa. El incremento observado ya no se presentd cuando se diluy6 el vino al
75%, ni cuando se administré el vino tinto sin alcohol. De igual manera, cuando se
aplico por via i.p. uno de los principales flavonoides que estan presentes en el vino tinto
Cabernet Sauvignon (la quercetina), tampoco hubo un aumento en la frecuencia de MN.
Cuando se combind el tratamiento el vino tinto (diluido al 75% y, con < 0.5% de etanol)
y un agente genotdxico como el CrOs, no se disminuy6 el numero de MN inducidos por
el CrOs, ni cuando se aplico con el flavonoide. Al evaluar la frecuencia de EPC con
respecto a los ENC, lo cual nos da un indicio de la citotoxicidad, solo se observé que
disminuy6 la frecuencia de EPC (estadisticamente significativa) en el tratamiento

subcronico.

Como se menciond anteriormente, la administracién de vino tinto concentrado (con
12.6% de alcohol) a los ratones durante una semana como unica fuente de liquidos,
presentd efectos sobre la frecuencia de MN. Sin embargo éste incremento sélo fue de
alrededor de un MN y solo se presentd en las muestras obtenidas a las 24 horas.
Organizaciones como la OECD y la FDA han propuesto que sean considerados como
agentes genotoéxicos claros sélo aquellos compuestos que incrementen la frecuencia de
MN en un 0.4% (4 MN en 1000 EPC) con respecto a su grupo testigo, por lo cual se
puede considerar que los resultados obtenidos en éste estudio (bajo nuestras
condiciones de trabajo) no clasificarian al vino tinto que empleamos como un agente
genotoéxico claro. Posiblemente el efecto observado en la frecuencia de MN se deba a
tres posibles causas: 1) la concentracion de etanol presente en el vino tinto, esta
propuesta se puede basar en estudios ya realizados en donde se han empleado
linfocitos humanos obtenidos de bebedores crénicos (120 g/dia de etanol) y se ha
observado un incremento de la frecuencia de aberraciones cromosémicas estructurales
asi como la de MN (Maffei et al., 2000 y 2002). También, la IARC ha considerado al
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etanol como un agente genotoxico del grupo 1 que puede ser cancerigeno para los
humanos (IARC, 1988).

2) El protocolo desarrollado; esta hipotesis puede estar relacionada con el hecho de
que solo se administrd vino tinto concentrado como unica fuente de liquidos (directo de
la botella) lo que pudo haber afectado a los animales ya que el sabor del vino pudo
provocar que los animales consumieran menos liquido que los que consumian agua
ademas de que cuando se realizé el tratamiento subcronico, en la segunda y tercer
semana disminuy6 el consumo lo que pudo causarles estrés, etc. El protocolo se
planteé con base a lo que propone la FDA y la OECD que consiste en que para el
desarrollo de un ensayo de genotoxicidad en animales, el agente a estudiar se debe de
administrar por la misma via por la que los humanos estamos expuestos. De igual
manera, cuando se inicia un estudio se debe determinar la dosis maxima tolerable,
empleando un rango de dosis que van desde la mas alta (que induce toxicidad) hasta
una dosis moderada (que ya no induzca) (OECD, 1997; FDA, 2000). Aunado a esto, en
estudios preliminares se observd que el administrar periodos combinados de tiempo,
vino y después agua, los animales se abstenian de consumir el vino lo que dié pauta

para que se administrara vino como unica fuente de liquidos.

3) Un efecto toxico que indujo indirectamente MN; esta hipotesis puede estar
relacionada con la anterior ya que al haber administrado sélo vino tinto como fuente de
liquidos se pudo haber presentado una toxicidad, lo que a su vez indujo de manera
indirecta los MN, ya que se ha propuesto que la administraciéon de agentes fisicos o
quimicos pueden alterar la homeostasis de las funciones fisiologicas del organismo y
generar dafo al ADN (Scialli, 1992), que puede haber una induccion indirecta debido a
factores ajenos al agente, como es el propio manejo del animal, la edad del animal o
factores ambientales, ocasionando un estado estrésivo que llegue a generar dafo al
ADN, observado en la induccion de MN (Gad, 1992; Dass et al., 1997).

A partir de la hipotesis de que el etanol contenido en el vino tinto posiblemente era el

que estaba induciendo los MN, se administro el vino diluido al 75% con agua, en donde
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ya no se aumento la frecuencia de MN, lo que apoya la hipotesis de que en efecto era
el etanol el que estaba induciendo el dafo marginal. De igual manera, cuando se
administré de forma aguda el vino tinto sin alcohol, tampoco se observdé un aumento en
el numero de MN, apoyando también la idea de que el efecto observado fue por la
concentracion de etanol contenida en el vino la que inducia los MN y no por los otros
compuestos del vino. De hecho existen estudios en los que la administracion de dosis
bajas de etanol (10 g/dia) pueden proteger de los radicales libres originados por la
oxidacion de las lipoproteinas, los cuales contribuyen con el desarrollo de
enfermedades cronico degenerativas (Galati y O’Brien, 2004). Cabe mencionar que el
vino sin alcohol utilizado en éste estudio no es de la misma marca que la del vino tinto
con alcohol (XA Premium, Cabernet Sauvignon, Pedro Domecq), por lo que los
resultados deben ser tomados con cierta consideracidn ya que el proceso de
elaboracién para cada uno (dependiendo de la casa) es diferente y por lo tanto la
concentracion de los compuestos fendlicos puede variar (Aleixandre, 1997), ademas de
que el vino libre de alcohol (Fre Premium Red, Sutter Home Winery) es elaborado a
partir de la variedad de uva Red Premium mientras que el vino con alcohol utiliza la uva
Cabernet Sauvignon, como una de las que contiene mayor cantidad de flavonoides
(Rice Evans et al., 1996).

Cuando se administro el vino tinto concentrado (12.6% de alcohol) a los ratones en
un tratamiento subcrénico soélo se incrementdé el numero de MN en las muestras
obtenidas en la primera semana, no asi en la segunda y la tercera. El hecho de que en
las siguientes semanas no se presentara aumento en el numero de MN, tal vez se debid
a la disminucion del consumo del vino, ya que como se muestra en nuestros resultados
en la primera semana los ratones consumieron un promedio de 5.3 ml al dia, mientras
que en la segunda y tercera semana el consumo fue de 4.6 ml por dia, lo cual podria
estar relacionado con el protocolo donde se diluyo el vino con alcohol al 75%, es decir,
que cuando disminuye el consumo de vino también esta disminuyendo la concentracion
de etanol ingerida por los ratones. Asi mismo, cabe la posibilidad de que haya ocurrido
una adaptacidn de los ratones al consumo de vino mediada por el metabolismo del

etanol dentro del organismo, ayudando a tener una mejor desintoxicacion (Tuma vy
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Casey, 2003). En la literatura no existen reportes de estudios en donde se haya
administrado a ratones, vino tinto por periodos prolongados para evaluar dafo

genotoxico.

Al administrar la dosis maxima de vino tinto que no indujo MN en los ratones, con un
agente inductor de dafio genotoxico como los compuestos de Cr (VI), se observé que la
administracion de CrOs por si sélo incrementa de forma estadisticamente significativa, la
frecuencia de MN a las 48 y 72 horas después de haber aplicado el tratamiento. Estos
datos son similares a lo observado en otros estudios donde se administraron las
mismas dosis de CrO; a ratones y se incrementaron las frecuencias de MN en sangre
periférica (Garcia-Rodriguez et al., 2001; Garcia-Rodriguez, 2006). Por su parte, el
tratamiento sélo de vino tinto no indujo MN al igual que en nuestros datos mencionados
anteriormente. En el grupo donde se combinaron los tratamientos del CrO3; y el vino
tinto (diluido al 75% y sin alcohol) no se observé en ninguno de los casos una
disminucién en los MN con respecto al grupo tratado unicamente con CrOs. Estos datos
no concuerdan con estudios en los que se ha descrito que el consumo agudo moderado
de vino tinto con alcohol y de vino tinto que desalcoholizaron disminuye el numero de
MN inducidos por radiacion gama. Cabe aclarar que estos estudios fueron realizados en
linfocitos humanos obtenidos de personas que consumieron vino tinto en una sola dosis
(450 ml) y una hora después se colectdé su sangre, es decir, es un estudio ex vivo
(Greenrod et al., 2005), mientras que el nuestro es in vivo. En otros estudios también
realizados ex vivo en los cuales se ha administrado jugo de uva morada a humanos por
un periodo de ocho semanas, se observd que se incrementaba la capacidad

antioxidante en el plasma (Park et al., 2003).

Si bien se ha descrito que los compuestos de Cr (VI) cuando son reducidos dentro
de la célula, por reductantes celulares como el glutation reductasa, o la catalasa, etc.,
generan radicales libres particularmente el radical hidroxilo, los cuales dafian al ADN
(O'Brien et al., 2003; Valko et al., 2006), y que el vino tinto es capaz de capturar este
tipo de radicales ya sea donando atomos de hidrogeno o electrones (Rice-Evans et al.,

1996). En éste estudio no se observé una disminucion del dafio genotdxico inducido por
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el CrOgs, lo cual nos hace suponer que el efecto del Cr sobre el ADN es por otra via, o
que la dosis de vino no es la suficiente para disminuir el dafio al ADN inducido por el
CrO3 (O'Brien et al., 2003). Por lo que, a estas observaciones se sugiere que se

desarrollen otros protocolos para ampliar la informacion.

Uno de los principales flavonoides presentes en el vino tinto es la quercetina, esta se
aplicé directamente en los ratones en dos dosis de 625 mg/kg de peso corporal y no se
observd un aumento estadisticamente significativo en la frecuencia de MN. Esto
concuerda con lo observado por da Silva et al. (2002), quienes administraron a ratones
las mismas dosis que nosotros empleamos y no observaron un incremento de MN en
células de la médula 6sea. Sin embargo, cuando se calculd el NIF a nuestros datos si
resultdé estadisticamente significativo, esto se debe a que al calcular el NIF se esta
considerando que la induccién de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo,
por lo que al restarle éste valor a las demas horas se asume que se obtiene la induccion
neta de MN, lo cual hace mas sensible a la prueba de MN. Cabe mencionar que las
dosis empleadas en nuestro estudio estdn muy por encima de lo que un humano puede
llegar a ingerir de éste flavonoide dentro de su dieta diaria, ya que se ha estimado que
dentro de la dieta occidental el consumo promedio diario de quercetina es de 16 mg/dia
(Hollman y Katan, 1999).

Una vez obtenida la dosis de quercetina que no induce MN se combiné con el CrOs y
al igual que cuando se administré6 a los ratones vino tinto no se observd una
disminucién en la frecuencia de MN inducidos por el CrO3. En estudios realizados en
ratones a los cuales se les administré una dosis de benzo(a)pireno, el cual genera
radicales libres e induce un incremento en el numero de MN, la quercetina disminuy?6 el
namero de MN en un 73%; sin embargo, cuando se administré6 una dosis mayor de
quercetina (100 mg/kg) a los ratones tratados con el benzo(a)pireno, éste efecto es
revertido dado que se incrementa el numero de MN en un 16% (Edenharder et al.,
2003), esto podria estar relacionado con nuestros datos ya que tal vez la dosis de
quercetina que se empled es muy alta y no pueda proteger del dafio al ADN inducido

por el CrOs, por lo que se sugiere el desarrollo de otros protocolos en donde se
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disminuya la concentracién de quercetina y se administre después de la dosis de CrOs.
También es posible que el mecanismo de proteccion de la quercetina sea antagonico a
los mecanismos de induccién del dafio genotdéxico por parte del CrOs;. Se ha
demostrado que la quercetina incrementa el nivel de la enzima glutation reductasa, la
cual tiene la capacidad de capturar radicales libres (Rodgers y Grant, 1998), sin
embargo, la glutation reductasa puede comportarse como un reductante celular del Cr
(VI) dando como producto radicales libres que pueden generar dafio al ADN (O Brien et
al., 2003) por lo que posiblemente se estén incrementando los niveles del glutation,
acelerando la reduccion del CrOs; generando radicales libres los cuales estan
induciendo dafio al ADN y la quercetina no pueda ser capaz de disminuir éste dafo. Por
su parte, en estudios in vitro se ha observado que la quercetina aplicada en linfocitos
humanos en concentraciones de 10 uM protege del dafio al ADN, evaluado con el
ensayo Cometa, cuando son expuestos a H,O, (Duthie et al., 1997) y que en eritrocitos
que han sido tratados con vino tinto se aumenta la capacidad antioxidante ya que se
disminuyen los efectos inducidos por las especies reactivas de oxigeno en los lipidos de
la membrana celular generados por el H,O, (Damianaki et al., 2000; Tedesco et al.,
2000). Por lo tanto, la quercetina asi como el vino tinto presentan una actividad
antioxidante capaz de capturar radicales libres dando como resultado una disminucion

en el dano al ADN.

Si bien en éste estudio sélo se probd a la quercetina, cabe mencionar que no solo se
ha descrito a ésta como el unico flavonoide presente en el vino tinto con capacidad
antioxidante, sino también a otros flavonoides tales como la miricetina la cual al ser
probada en linfocitos humanos disminuye el dafio al ADN inducido por el H,O, (Duthie
et al., 1997); o las catequinas, las cuales pueden disminuir la induccion de MN en
células V-79 generados por H,O; (Roy et al., 2003) y presentan efectos inhibitorios en el
crecimiento de lineas celulares de tumores de pulmon, induciendo también el proceso
de apoptosis (Yang et al., 1998). De igual manera, dentro de los componentes del vino
existen otras sustancias como las vitaminas C y E, asi como betacarotenos, entre otras,

las cuales tienen propiedades antioxidantes (Bruce y Walzen, 2000; Garcia-Rodriguez y
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Altamirano-Lozano, 2001). Es recomendable realizar otros estudios en los que se

empleen distintos componentes del vino tinto, para probar su posible proteccién al ADN.

En cuanto al efecto citotdxico, determinado por la reduccién de la frecuencia de EPC
con respecto a los ENC (Vallarino-Kelly y Morales-Ramirez 2001), sélo se observé en el
tratamiento subcrénico de vino tinto una disminucién en la frecuencia de EPC, que
resultd estadisticamente significativo en las muestras obtenidas en la ultima semana de
tratamiento. Los datos obtenidos concuerdan con lo reportado por Garcia-Rodriguez et
al., (2001) y Garcia-Rodriguez (2006), quienes tampoco observaron cambios en la
relacion entre EPC y ENC cuando so6lo administraron Cr (VI) y con los datos de
Edenharder et al. (2002 y 2003) quienes administraron vino tinto y quercetina a ratones
y no observaron efectos en la frecuencia de EPC. En cuanto al efecto observado en el
tratamiento subcrénico 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 divisiéon celular y por lo

tanto enmascararse el efecto (Hayashi et al., 2000).
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VIIl. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

1.

La administracion del tratamiento agudo de vino tinto (con etanol al 12.6%) a
ratones machos de la cepa CD-1, incrementa la frecuencia de MN de manera
dosis-dependiente, ya que cuando se administrd el vino tinto diluido al 75%
dicho efecto ya no se observa. De igual forma, la administraciéon aguda de vino
tinto sin etanol (<0.5%) tampoco aumenta el numero de MN, por lo que se
puede suponer que el efecto observado es inducido por el etanol mas que por

los otros compuestos del vino tinto.

La aplicacion de 625 mg/kg de peso de quercetina a ratones de la cepa CD-1
(uno de los principales flavonoides del vino tinto) no incrementa el numero de
MN, aunque cuando se aplicaron las mismas dosis y tratamientos empleados
en otros estudios en los que no habian observado dano genotoxico (dos dosis
de 625 mg/kg de peso corporal) si se observo un incremento marginal cuando

se calculo el NIF.

El administrar de manera aguda el vino tinto (con y sin etanol) a los ratones
previamente a la aplicacion del CrOs, no se disminuyo la frecuencia de MN
inducida por el CrOs. De igual manera la aplicacién de una sola dosis de
quercetina antes de la inyeccion del CrOs, tampoco disminuydé el numero de
MN inducidos por el CrOs.

De todas las evaluaciones de la frecuencia de EPC con respecto a los ENC,
s6lo la administracién subcrénica de vino tinto (con etanol al 12.6%)
concentrado disminuyé la frecuencia de los EPC, lo cual podria ser un
indicativo de citotoxicidad, sin embargo, hay que tomarlo de manera reservada
ya que esta no es una de las pruebas recomendadas para evaluar dafo

citotoxico.
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X. ANEXOS

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

eventos académicos:

Evento: XXII Foro de Investigacion en Salidas Terminales, FES Zaragoza, UNAM.
Iztapalapa, D. F. del 16 al 17 de febrerote 2006

Titulo de la ponencia: EVALUACION DE LOS EFECTOS DEL TRATAMIENTO
AGUDO DEL VINO TINTO SOBRE EL DANO GENOTOXICO EN EL RATON /N VIVO.

Autores: Garcia-Rodriguez, M. C., Mateos-Nava, R. A.

Evento: Il Congreso de Quimica Medica dedicado a investigacion en cancer y

diabetes, Querétaro, Qro. Del 4 al 8 de septiembre de 2006

Titulo de la ponencia: EVALUACION DE LOS EFECTOS GENOTOXICOS Y
CITOTOXICOS DEL VINO TINTO CON Y SIN ALCOHOL, AL SER ADMINISTRADO
DE MANERA AGUDA Y SUB-AGUDA EN RATONES CD-1 in vivo.

Autores: Garcia-Rodriguez, M. C., Mateos-Nava, R. A. y Altamirano-Lozano, M.
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EVALUACION DE LOS EFECTOS DEL TRATAMIENTO AGUDO DEL VINO TINTO
SOBRE EL DANO GENOTOXICO EN EL RATON IN VIVO.

Autor: Rodrigo Anibal Mateos Nava

Asesor: M. en C. Maria del Carmen Garcia Rodriguez

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, UNIGEN, Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.

El vino es una bebida alcohdlica producto de la vid que desde tiempos remotos es
fabricada y consumida por la humanidad. Al vino se le atribuyen propiedades benéficas
para la salud como lo es: la prevencion de enfermedades cardiovasculares, el
incremento de la absorcién intestinal de lipidos y la disolucidon de calculos entre otras.
Dado que los flavonoides del vino tinto constituyen una fuente rica de antioxidantes, se
ha planteado que estos pueden ayudar a la proteccion de enfermedades crénicas
originadas por estrés oxidativo, entre las que se incluye el cancer. En este estudio se
evaluo si el vino tinto induce dafio genotoxico al ser administrado de forma aguda, para
lo cual, se evalué la frecuencia de micronucleos (MN) en sangre periférica de raton. Se
emplearon ratones machos jovenes de la cepa CD-1, los cuales se mantuvieron bajo
condiciones controladas y alimentacion normal. Los ratones fueron dividios en tres
grupos: 1) Testigo (administracion de agua), 2) Tratado A (administracion 100% vino) y
3) Tratado B (administracion 75% vino). Los ratones fueron tratados por via oral. Los
resultados muestran que la administracion diaria de vino al 100% durante una semana,
incrementa marginalmente la frecuencia de MN, sin embargo, al ser disminuida la
concentracion del vino a un 75%, esta ya no incremento la frecuencia de MN. En ambas
dosis no se observaron efectos citotoxicos. A partir de estos resultados se planteo que
el incremento observado de MN, se debe a la concentracién de etanol y no a los
flavonoides que contiene el vino.
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EVALUACION DE LOS EFECTOS GENOTOXICOS Y CITOTOXICOS DEL VINO
TINTO CON Y SIN ALCOHOL, AL SER ADMINISTRADO DE MANERA AGUDA Y
SUB-AGUDA EN RATONES CD-1 in vivo.

Garcia-Rodriguez, M. C.*, Mateos-Nava, R. A. y Altamirano-Lozano, M.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental, Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM. *maricar_67@yahoo.com

Dado que los flavonoides del vino tinto constituyen una fuente rica de antioxidantes,
recientemente se ha planteado su uso en la proteccion de enfermedades cronicas
originadas por estrés oxidativo, entre las que se puede incluir las relacionadas con dafio
al ADN como el cancer. En éste estudio se evaluaron los efectos genotdxicos vy
citotoxicos del vino tinto con y sin alcohol. Para lo cual, se cuantificd el incremento de la
frecuencia de micronucleos (MN) y la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) con
respecto a los normocromaticos (ENC) en sangre de ratén in vivo. Se administraron por
via oral tratamientos agudos y sub-agudos de vino con y sin alcohol. Cuando se
administré el tratamiento agudo de vino tinto con alcohol (100%) se incrementd de
manera marginal la frecuencia de MN a las 24 horas. Al disminuir la concentracion de
vino con alcohol (75%) ya no se observaron aumentos en el numero de MN. Estos
resultados hicieron suponer que el incremento en la frecuencia de MN se debe a la
concentracion de etanol y no a los flavonoides que contiene el vino. Para apoyar esta
idea se repitio el protocolo empleando vino sin alcohol (100%) y al igual que en el
protocolo anterior ya no se observaron efectos en la induccion de MN. En cuanto a la
citotoxicidad, en ninguno de los tratamientos se observaron cambios en la frecuencia de
EPC. A partir de estos resultados se plantea realizar estudios para probar los efectos
del vino tinto sobre el dafio genotdxico.

Palabras clave: vino tinto, microntcleos, antioxidantes.
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