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RESUMEN

En los dltimos afios se ha incrementado el estudio de sustancias con propiedades
antioxidantes, con fines de buscar proteccion contra el dafio al ADN. El vino tinto es
una bebida obtenida de la uva tinta, dentro de sus componentes se han encontrado
sustancias con propiedades antioxidantes tales como los polifenoles, los que han
sido descritos como benéficos para la salud, ya que previenen de enfermedades
cardiovasculares, algunos tipos de cancer y del dafio al ADN. Dentro de los
polifenoles, ha llamado la atencién la quercetina, por presentar un mayor potencial
antioxidante comparado con los otros componentes del vino tinto. El objetivo de este
estudio consistio en evaluar los efectos genotoxicos y citotoxicos de la administracion
de diferentes variedades de vino tinto Cabernet sauvignon, Merlot, Nebbiolo,
Carménére y de la quercetina en el raton in vivo. Se emplearon ratones hembra de la
cepa CD-1 a las que se les tratd, con vino tinto (75% y sin diluir) y quercetina (100 y
300 mg/kg). La ruta de administraciéon del vino tinto fue via oral (ad libitum o sonda),
mientras que la quercetina por via i.p. El efecto genotdxico fue evaluado con el
analisis de las frecuencias de MN en sangre, asi como el efecto citotoxico mediante
la frecuencia de EPC respecto a ENC. En los resultados de este trabajo se observo
gue la administracién por via ad libitum de vino tinto diluido al 75% no incrementoé la
frecuencia de MN y que el vino tinto administrado por via sonda sin diluir, tiene efecto
marginal sobre la frecuencia de MN en los tratamientos donde el porcentaje de
alcohol en el vino tinto era de 14.5%, lo que nos hacen suponer que, el dafio al ADN
observado es inducido por el tipo de tratamiento (agudo) y la via de administracion
relacionado por la farmacocinética del contenido de etanol en el vino tinto. En la co-
administracion de vino tinto (ad libitum ¢ sonda) y 100 mg/kg de quercetina, se
disminuy6 la frecuencia de MN, excepto en los tratamientos con Cabernet sauvignon
2 y Merlot. La co-administracion de dosis de 300 mg/kg de quercetina no incrementa
la frecuencia de MN por lo que la quercetina presenta una dualidad
mutégeno/antimutageno, lo cual esta relacionado con las dosis. En cuanto a la
citotoxicidad, la administracion de vino tinto (75% y sin diluir) y de la quercetina (100
y 300 mg/kg) no modifican las frecuencias de EPC con respecto a los ENC, lo cual
podria ser indicativo de que bajo nuestras condiciones de trabajo los tratamientos
administrados de las variedades de vino tinto Cabernet sauvignon, Merlot, Nebbiolo,
Carmeénére y de la quercetina no presentan efectos citotoxicos.
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1. INTRODUCCION

Las poblaciones humanas estamos expuestas a diferentes agentes genotoxicos, de
ahi que recientemente se haya puesto especial atencion en el estudio de los
suplementos de la dieta, a partir de los estudios epidemiolégicos donde se ha
mostrado que existe una relacién inversamente proporcional entre la incidencia de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como lo son algunos tipos de
cancer y el consumo de vegetales (Peto et al., 1981; Winn et al., 1984; Ghosh et al.,
1991). En diversos estudios se han probado a los componentes de los vegetales y se
ha podido observar que tienen propiedades antimutagenas y anticancerigenas, las
cuales son conferidas principalmente por pigmentos como los beta-carotenos, los
flavonoides, la clorofila y sus sales, asi como por las vitaminas A, C, D y E
(Steinmetz y Potter, 1996; Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2001; Edenharder
et al., 2002; Lako et al., 2006; Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007). En el
cuadro 1 se muestra un resumen de algunas sustancias componentes de la dieta
humana, que han mostrado propiedades anticancerigenas y antimutagenas en

diferentes ensayos de prueba.

Se ha observado en poblaciones humanas que cuando llevan una dieta rica en
antioxidantes presentan bajas tasas de enfermedades -cardiovasculares, baja
induccién de cancer, pocos casos de obesidad y tienen una alta esperanza de vida
comparada con paises que no llevan este tipo de dietas. De ahi que en el
mediterraneo tengan un modelo distinto de mortalidad y morbilidad, ya que su dieta
se caracteriza por la abundancia de verduras, hortalizas, frutas frescas, leguminosas
y cereales; una cantidad variable, segun la zona, de aceite de oliva, que es la
principal grasa culinaria; un consumo moderado de vino tinto; algo de pescado;
moderada ingesta de lacteos y baja de carnes. Los beneficios de la dieta
mediterranea para la salud pueden ser consecuencia del 6ptimo balance entre los
diferentes alimentos y componentes. Dicha dieta esta tradicionalmente basada en la

“trilogia mediterranea”, formada por el trigo, el olivo y la vid (Carbajal y Ortega, 2001).



Cuadro 1.Componentes de la dieta descritos como antimutadgenos y anticancerigenos.
(Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007)

Sustancias protectoras de dafios mutageno Principales fuentes alimenticias

6 cancerigeno

o Vitamina A Margarina, higado

o VitaminaC Citricos

o Vitamina E Aceites vegetales y harinas

o Flavonoides Uva roja, vinos maduros

o Clorofila y sus Sales Vegetales verdes

o Selenio Carnes, huevos

o Organosulfuros Ajo

o Antraquinona Séabila

0 Indol -3-carbinol Cruciferaceas

o Capsaicina Chile

o Fibra vegetal Vegetales fibrosos (pifia, meldn, etc.)
0 Beta carotenos Vegetales rojos y amarillos (zanahoria, jitomate, etc.)

Diversos estudios epidemiolégicos muestran que el consumo moderado de vino tinto
tiene efectos benéficos en la salud humana. Serge Renaud presenté un estudio al
gue llamo “La paradoja francesa”, al analizar la dieta que tienen paises como Francia
y Estados Unidos (USA), él observd que a pesar de que los franceses consumian
una cantidad de grasa parecida a los estadounidenses, el nUmero de muertos a
causa de enfermedades coronarias en Francia era 2.5 veces menor que en Estados
Unidos, demostrando que la mortalidad provocada por enfermedades del corazon era
inversamente proporcional al consumo de vino. Posteriormente, este hecho se
corroborg al observar en otros paises que al igual que en Francia tienen un consumo
regular de vino tinto como Portugal, Espafia e Italia, donde la incidencia de las
enfermedades cardiacas son bajas en comparacion con el Reino Unido o los paises
escandinavos, pero aun mas con los paises del resto del mundo que no
acostumbraban en su dieta el vino tinto (Sandler y Pinder, 2003). Esto se debe a que
el consumo de etanol (contenido alcohdlico del vino tinto que oscila de 8% a 15% de

etanol dependiendo de la variedad y la calidad), en concentraciones menores a



10g/dia (una o dos copas diarias), licha la sangre y reduce la tasa del colesterol
perjudicial (LDL), ademas de incrementar la absorcion intestinal de lipidos, favorece
la disolucion de calculos renales e incluso puede ser utilizados como diurético
(Longnecker, 1995; Aleixandre, 1997; German y Walzen, 2000; Maffei et al., 2000 y
2002), por otra parte, se ha observado que impide la agregacion de las plaquetas y
con ello la formacion de coagulos (Damianaki et al., 2000; Rice-Evans y Packer,
2003; Dominé, 2004).

De igual manera, se ha observado que el consumo moderado de vino tinto mejora la
funcion contractil del ventriculo izquierdo y reduce la incidencia de trastornos de la
conduccion cardiaca. El proceso se limita al area isquémica, protegiendo la ultra
estructura de las arterias coronarias, mejorando la circulacién y previniendo la
formacion de trombos intravasculares, efectos antitromboticos, disminucion de las
lesiones de reperfusion del miocardio, en el higado inhibe la activacion de las células
estrelladas asi como la produccion de 6xido nitrico, alterando vias de expresion de

proteinas celulares (Martinez-Flérez et al., 2002).

El vino tinto tiene un alto contenido de sustancias antioxidantes, las cuales evitan en
gran medida la oxidacion, particularmente en los vasos sanguineos y en células del
cerebro, de ahi que se le asocie con en el tratamiento del cancer y Alzheimer,
ademas de que se le ha propuesto que contribuye a la longevidad (Damianaki et al.,
2000; Rice-Evans y Packer, 2003; Dominé, 2004).



1.1. Vinotinto

El vino es una bebida alcohdlica proveniente de diversas variedades de la uva del
género Vitis vinifera. Existen diversos tipos de vino como lo son; el tinto, el blanco, el
rosado y el espumoso (Aleixandre, 1997). A lo largo de la historia el vino tinto se ha
utilizado como estimulante y medicamento, el desarrollo vinicola surge a la par de la
civilizacion europea especificamente en la zona mediterranea hace mas de 6000 6
7000 afos, elaborandolo a partir de uvas silvestre, que junto con el olivo y la higuera
fueron de las primeras plantas en ser cultivadas y aprovechadas por el hombre (Rice-
Evans y Packer, 2003; Doming, 2004).

Se ha descrito que el vino tinto contiene mas de mil sustancias; las vitaminas, los

minerales, el azucar y el agua proceden directamente de las uvas, mientras que, el

etanol y la glicerina se forman durante la vinificacion (Cuadro 2) (Dominé, 2004).

Cuadro 2.-Componentes del Vino. (Modificado de German y Walzem, 2000).

Componentes Concentracién (g/100 ml)
 Agua 80-90
» Carbohidratos
Glucosa 0.05-0.1
Fructuosa 0.05-0.1
Pentosas 0.08-0.2
Pectina Trazas
Inositol 0.03-0.050
Fucosa 0.0005
* Alcoholes
Etilico 8.0-15.0
Otros 0.3-0.19
* Gilicerol 0.30-1.40
» Aldehidos 0.001-0.050
« Acidos orgéanicos (tartérico, lactico, acético, citrico, etc.) 0.3-1.10
» Compuestos Nitrogenados (amino, amida, amonio, etc.) 0.01-0.09
 Componentes Minerales (potasio, magnesio, calcio, sodio,etc.)0.15-0.40
« Componentes Acidos fendlicos y polifenoles (flavonoides) 0.09-0.25
e Vitaminas (A, By algunos de sus complejos, C, E, etc.) Trazas




Dentro de los componentes del vino tinto se encuentran los acidos fenolicos y los
polifenoles estos dltimos han sido los més estudiados por su potencial antioxidante
gue les confieren propiedades anticancerigenas y antimutagenas (Damianaki et al.,
2000; German y Walzen, 2000; Tedesco et al., 2000). Los polifenoles mas
estudiados son las catequinas, la quercetina, el resveratrol y la apigenina (Cuadro 3),
ya que en diversos estudios se ha observado que inhiben el crecimiento celular de
lineas tumorales, ademas de que capturan radicales libres (Rice-Evans et al., 1996;
Rice-Evans y Packer, 2003; Valko et al., 2006).

Cuadro 3.Acidos fendlicos y polifenoles que se encuentran en el vino tinto y vino blanco.
(Modificado de German y Walzem, 2000).

Componentes Concentracién (mg/L)
Vino Tinto Vino Blanco
Polifenoles 750-1060 25-30
Flavonoles 98(10-203) Trazas
Quercetina 18.8 (5-53) 0
Miricetina 16.2 (2-45) 0
Camemferol 18 0
Rutina 6.8 (0.5-10.8) 0
Catequina 168 (48-440) 15-30
Epicatequina 89(27-191) 17.3 (3-35)

Procianidinas

57.3 (21.4-128)

13.6 (2,18.9,21)

Antocianinas 281(20-500) 0
Delfinidina 3-m0noglucosido°'d 22 0
Cianidina 3-monog|ucosido°‘d 20(2.8,38) 0
Petunidina 3-m0noglucosido°'d 18 0
Peonidina 3-monoglucosido® 32 0
Malvidina 3-monoglucosido®* 93(24-170) 1

Acidos fenolicos 240-500 160-260

Acidos hidroxibenzoicos 0-260 0-100
acido hidroxibenzoico 20 -
acido galico 116(26-320) 1.4
Total de galatos 40(30-59) 7(6.8, 7.0)
acido salicilico - -
acido siningico 5(4.2-5.9) -
acido protocatecurico 88 -

Acido hidroxicinamico 162(62-334) 130-154
cis/trans-cutérico 20(16-24) 1.8
cis/trans-caftarico 25(11-47) 5(5,3)
acido caféico” 8.5(3-18) 2.8
acido cumarico® 12.6(7.5-22) 1.5(1-2)
acido ferlico” 19 -

Estilbenes 12.3 (4-19) 1.8 (0.04-3.5)
Trans-resveratrol 1.0 (0.1-2.3) 0.22 (0.003-2)

Total de acidos fendlicos y polifenoles

1200(900-2500)

200(190-290)

a. Los valores tabulados estan en miligramos por litro con valores variados a partir de 45,54, 56,96, 103, 107, 125, 154, 160,
171-173, 185. No todos los autores reportan todos los compuestos o clases de compuestos, los valores fueron calculados en

base los datos disponibles.

b.También presenta trazas de esteres.
c. Presencia de diésteres con acetato
d. presencia de diésteres con p-



1.1.1. Variedades de vino tinto
La diversidad de vinos se debe a la gran variedad de tipos de uva que existen en el

mundo, dentro de los que contienen mas antioxidantes se encuentran las variedades:

a) Cabernet sauvignon

La Cabernet sauvignon es la variedad tinta con mayor éxito en el mundo, fue
desarrollada en Burdeos y dada a conocer ha finales del siglo XVIII principios del
XIX. Sus frutos son muy oscuros, pequefios y de piel gruesa. Produce vinos asperos
a causa de sus taninos densos y color rojo sombrio con una nota violacea profunda,
brillante e intenso; sus complejos aromas frutales como moras y ciruelas, que se

complementa con notas suaves de chocolates y vainilla (Dominé, 2004; Rolland, 2008).

b) Merlot

Merlot es una variedad de vid tinta, el racimo es cilindrico, pequefio y poco denso de
grano menudo, de piel brufiida, pulpa dulce y color negro azulado. Es originario de la
region de Burdeos, donde es la variedad mas cultivada con regularidad en la region
de Médoc desde el siglo XIX. El nombre procede del diminutivo francés de mirlo
probablemente por la similitud con su plumaje negro, se caracteriza por su finura y
suavidad, sin dejar de ser aromatico y carnoso, es de color rubi muy intenso, de
graduacién mediana y envejece rapidamente sin perder calidad (Dominé, 2004;
Rolland, 2008).

c) Nebbiolo

La variedad de uva tinta clasica Nebbiolo, es originaria de los valles de Piamonte, al
noroeste de Italia, donde se cultiva casi en exclusividad a excepcion de unos pocos
vifiedos en Chile, Argentina y Australia. Sus bayas son oscuras, de maduracién muy
tardia, ovoides, con una piel bastante gruesa y una fuerte acidez, siendo el racimo
alargado y no muy apretado. Los vinos obtenidos con esta variedad poseen un

elevado grado alcohdlico (superior al 13% de alcohol), contiene abundantes taninos,



marcada acidez, un color ladrillo. El nebbiolo joven posee aroma afrutado como de
cereza y ciruelas, asi como a violetas y cuando madura desarrolla aromas de

alquitran, aceite, trufas y humo (Dominé, 2004; Rolland, 2008).

d) Carménere

Es una variedad que se considera originaria de la region de Médoc en Burdeos,
Francia, fue ampliamente cultivada a principios del siglo XIX. En el afio 1860 los
vifledos franceses fueron atacados por la filoxera, que es una plaga de la vid que
afecta la raiz y las hojas. Esta plaga extinguio la variedad de todas las vifias
francesas y europeas, las que paulatinamente comenzaron a reemplazarla por otras

cepas menos sensibles como el Merlot (Boubals, 1993).

En el afio 1994 la variedad Carménere es redescubierta en Chile, por el ampelografo
francés Jean-Michel Boursiquot, quien sefalo que algunas parras de Merlot tardaban
mas en madurar. Al realizar los estudios concluyeron que se trataba de la antigua
variedad de Bordeaux Carménére que habia sido introducida aproximadamente en
1850. Actualmente la mayor concentracion territorial dedicada al cultivo de esta
variedad se encuentra en los valles centrales de Chile. Con esta variedad se obtiene
un vino de cuerpo medio se distingue por un color rojo profundo, aroma donde
sobresalen notas verdes como el pimenton. En su sabor se encuentra el chocolate,
frutas rojas, bayas y especias. Sus taninos son mas amigables y suaves que los del
Cabernet sauvignon. Sus notas vegetales lo hacen menos elegante que un Merlot
(Campbell, 2005).



1.2. Polifenoles

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por
funciones hidroxilicas (Rice-Evans y Packer, 2003; Arts y Hollman, 2005). Los
factores que modifican la calidad y concentracion de los polifenoles en el vino
dependen de la variedad de uva, tipo de vino, clima, area de produccion, técnicas
agrarias, cosecha (temprana o tardia), proceso de vinificacion, etc. Entre las
variedades de uvas con mayor contenido de antioxidantes flavonoides se
encuentran: Cabernet sauvignon, Rioja, Merlot y Nebbiolo (Aleixandre, 1997,
Leighton et al., 1997; Zuadiga, 2005). Los componentes antioxidantes provienen
principalmente de las uvas tintas, en particular de su piel u hollejo. Los polifenoles
son generalmente subdivididos en taninos hidrolizables, que son ésteres de acido
galico de glucosa y azucares; y fenilpropanoides, como la lignina, flavonoides y

taninos condensados (Rice-Evans y Packer, 2003; Arts y Hollman, 2005).

1.3. Flavonoides

Los flavonoides fueron descubiertos en 1930 por Sent-Gyodrgy cuando aislo la citrina
de la céscara de limén que regulaba la permeabilidad de los capilares (Singleton,
1981), son constituyentes de la parte no energética de la dieta humana. Actualmente
se han identificado mas de 5,000 flavonoides diferentes y el valor medio de ingesta
debe ser de 1g/dia (Hollman y Katan, 1999; Martinez-Flores et al., 2002; Valko et al.,
2006).

La capacidad antioxidante de los flavonoides se debe a su estructura quimica bésica
(Fig.1) que es una molécula difenilo unida por tres &tomos de carbono heterociclicos
unidos por un grupo oxi, contiene un numero variable de grupos hidroxilo fendlicos

unidos a los anillos que dependiendo de su posicion dan nombre a los diversos



subcompuestos de los flavonoides y son los que posiblemente le confieren su
capacidad antioxidante mediante la donacion de electrones o atomos de hidrogeno
para estabilizar a los radicales libres. Los flavonoides cuentan con excelentes
propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion (Rice-Evans et al.,
1996; Oak et al., 2005; Valko et al., 2006).

Durante el metabolismo de los flavonoides es excretada una parte importante por la
orina, mientras que la parte restante es transformada en el higado (por medio de
acciones de biotransformacion de fase | en las que se introducen o exponen grupos
polares) y en el colon (mediante reacciones de biotransformacion de fase II) (Rimm
et al., 1996).

Figura 1. Estructura bésica de los flavonoides y sistema de numeracién (Valko et al., 2006).

En estudios realizados en médula 0sea de raton in vivo, se ha observado que la
administracion de extractos de flavonoides (0.5 ml) obtenidos de plantas naturales,
disminuye la frecuencia de micronucleos (MN) y de aberraciones cromosémicas (AC)
inducidas mediante la administracién de benzo(a)pirenos (BaP) (150 mg/kg). De igual
manera, en estudios in vitro empleando cultivos celulares humanos se ha observado
gue pueden proteger del estrés oxidativo mediado por el tert-butil hidroperéxido y el
peréxido (Damianaki et al., 2000; Edenharder et al., 2003; Alia et al., 2006).



Particularmente, en estudios in vitro se ha observado que la quercetina, las
catequinas y el resveratrol inhiben el crecimiento y el desarrollo de células tumorales
del estomago, colon, préstata, glandulas mamarias y ovario (Martinez-Florez et al.,
2002; Soleas et al., 2002; Greenrod et al., 2005; Zhanataev et al., 2008). También en
experimentos in vivo empleando ratones a los que se les indujo la formacion de
tumores mediante la administracion de dimetil sulfoxido y acetona, se les traté con
dosis de flavonoides en rangos de 1 a 25 umoles durante 18 semanas y se observo
gue se presentaba una reduccion del tamafio entre el 50 y el 90% de los tumores
(Ferry et al., 1996; Soleas et al., 2002).

1.4. Quercetina

A pesar de que en el vino tinto las catequinas se presentan en mayor concentracion
gue la quercetina, esta Ultima es la que tiene un mayor potencial antioxidante
(Hollman y Katan, 1999; Martinez-Flores et al., 2002; Valko et al., 2006). En diversos
estudios realizados con ratones tanto in vitro (células de higado y células réctales),
como in vivo (médula 6sea y sangre periférica), se ha observado que la quercetina
disminuye la frecuencia de AC inducidas por ciclofosfamida, ademas de que facilita la
expresion de proteinas en el higado (Tedesco et al., 2000; Martinez-Florez et al.,
2002; Zhanataev et al., 2008).

Particularmente, la quercetina se esta empleando en estudios clinicos, en los que
inhibe la actividad de la tirosin-cinasa en linfocitos de pacientes que presentaban
cancer, sin embargo, algunos de los pacientes desarrollaron nefrotoxicidad después
de la administracion de quercetina por lo que aun esta en estudios (Ferry et al.,
1996).
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1.5. Mecanismo de proteccion de los flavonoides

El mecanismo de proteccion antimutagena y anticancerigena de los flavonoides esta
relacionado con su potencial antioxidante, debido a que los grupos funcionales de
sus anillos juegan un papel fundamental en la actividad. Se puede observar que los
grupo hidroxilos en la posicion 3 del anillo C y en la posicion 5 del anillo A, muestran
actividad en la captura de radicales (Fig.2 a). Cuando los grupos hidroxilos se
colocan en el anillo B, resulta una elevada actividad y estabilidad a la molécula
cuando actua en un sitio preferido para los metales traza o al deslocalizar un electron
(Fig.2 b). Y el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 a la par del grupo 4-oxo en el
anillo C amplia la capacidad de captura de radicales y al sustituir el hidroxilo en esta
posicién disminuye dicha actividad (Fig.2 c). (Soobrattee et al., 2005 y Balasundram
et al., 2006).

c

Figura 2. Grupos estructurales en la captura de radicales libres (Soobrattee et al., 2005).
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1.6. Agentes inductores del dafio al ADN

Se ha considerado que uno de los mecanismos del dafio al ADN es a partir de las
especies reactivas de oxigeno (ERO’s) vy nitrdgeno (ERN), el cual puede ser
generado tanto por fuentes enddgenas como exogenas. Cuando se rebasa el
mecanismo de control antioxidante de los radicales libres y ERO’s en la célula, el
potencial redox cambia su estado de estrés oxidativo, lo que incrementa el dafo
potencial hacia el ADN, los lipidos y las proteinas (Klaunig y Kamendulis, 2004). Las
principales especies reactivas son: superoxido, oxido nitroso, y el radical hidrofilo
este Ultimo uno de los mas reactivos (Bagchi et al., 2002). Cuando el ADN es dafiado
Yy no es reparado ocurre una mutacion, a la acumulacion de mutaciones se le ha

relacionado con la induccion de cancer (Klaunig y Kamendulis, 2004).

1.6.1. Etanol
Estudios cientificos muestran que un exceso de bebidas alcohdlicas puede ser

perjudicial, ademas de que no todas actlan de forman tan positiva como el vino tinto
en el cuerpo humano (Damianaki et al., 2000; German y Walzen, 2000; Rice-Evans y
Packer, 2003; Dominé, 2004; Greenrod et al., 2005). El alcohol etilico en
concentraciones mayores a 120g/dia puede inducir dafio genotoxico, por lo que el
consumo excesivo de alcohol etilico puede inducir cancer de estomago, pancreatitis,
cirrosis hepética, anemia hemolitica, sindrome de Wernicke-Korsakoff, esclerosis,
demencia alcohodlica, ataques cerebro vasculares entre otras alteraciones
(Longnecker, 1995; Aleixandre, 1997; German y Walzen, 2000; Maffei et al., 2000 y
2002; Streissguth y Bonthius, 2005; Téllez y Cote, 2006; Chao et al., 2008).
Recientemente se ha demostrado que el abuso de alcohol puede ocasionar perdida
de cromosomas en humanos, mostrando un incremento significativo en la frecuencia
de MN mediante pruebas de hibridacion in situ con fluorescencia (Maffei et al., 2000).
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1.7. Evaluacion del dafio al ADN

Los ensayos de prueba para detectar dafio al ADN se agrupan con base al tipo de
alteracion (Bender, 1980; Cole y Skopek, 1994; Hemmink et al., 1994). Para evaluar
dafio genotoxico se recomienda iniciar con ensayos de tamizaje como lo son los de
mutaciones (bacterias; prueba de AMES); ensayos in vitro empleando células de
mamiferos (frecuencia de AC) e in vivo empleando médula 6sea o sangre periférica
(frecuencia de MN) (Mavournin et al., 1990; Muller et al., 1999; Hayashi et al., 2000).

1.7.1. Micronucleos
Dentro de los ensayos para evaluar el dafio al ADN la técnica de MN ha sido

recomendada por diversas agencias reguladoras tales como Enviromental
Proctection Agency (EPA), Internacional Agency for Research on Cancer (IARC) y
Food and Drugs Administration (FDA) (Mavournin et al., 1990; Muller et al., 1999). La
técnica de MN fue desarrollada por Schmid y Boller en 1970. Detecta dafio
citogenético asociado con la frecuencia de AC, ya que evalla el dafio en
cromosomas enteros o en fragmentos, ademas de que puede ser auxiliar en la
evaluacion del dafio citotéxico. Los MN son pequefios cuerpos de cromatina que se
originan de fragmentos de cromosomas O cromosomas completos, que no se
incorporan dentro del nucleo después de la mitosis, identificandose en el citoplasma
como pequefios nucleos adicionales (Von Ledebur y Schmid, 1973; Hayashi et al.,
2000).

Los MN se originan en alguno de los siguientes eventos: AC que conllevan a la
formacion de fragmentos acéntricos (dafio clastbgeno) 6 dafio a nivel de proteinas
involucradas directa o indirectamente en la segregacién de cromosomas, esto incluye
inhibicién en el ensamble o desensamble de microtubulos, remocién de cinetocoros,
dafios al centriolo, centrdmero inactivado (dafio aneuploidégeno) (Fenech y Crott,
2002; Kirsch-Volders et al., 2003).
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Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares como: mieloblastos,
mielocitos, eritrocitos de médula 0sea o en eritrocitos de sangre periférica de raton,
células de linfocitos binucleadas inducidas por citocalacina B, también en células
uroteliales y exfoliadas de mucosa bucal y nasal (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. Un incremento en la frecuencia
de MN en animales tratados con agentes quimicos, indica que estos agentes son
inductores de dafio cromosdémico (Mavournin et al., 1990; Hayashi et al., 2000). En
las células eritroides de distingue claramente a los eritrocitos jovenes y maduros. Los
eritrocitos policromaticos (EPC, eritrocito joven), todavia contienen ARN, son
basofilos y el nucleo principal es expulsado, si un MN se ha formado permanece en
el citoplasma anucleado. Los EPC con el tiempo pierden el ARN y se convierten en
eritrocitos normocromaticos (ENC, eritrocito maduro), mas pequefos que los EPC y
son aciddfilos (Von Ledebur y Schmid, 1973; Hayashi et al., 1990).

La presencia de MN indica que hubo dafio cromosémico, pero no de que tipo, ni que
cromosomas estuvieron involucrados, por lo que es evidente que la informacion
obtenida por la técnica de MN es menor que la lograda mediante el método
tradicional de AC. A pesar de ello, la técnica de MN posee la ventaja de que las
caracteristicas de los MN estan bien definidas, lo que reduce el tiempo de
observacion, ya que permite contabilizar mayor cantidad de células en el mismo
intervalo de tiempo, aumentando la confiabilidad del analisis estadistico de la prueba.
La técnica de MN esta sujeta a menor posibilidad de errores de manipulacién
comparada con la de AC, donde la cantidad de metafases de buena calidad limita su
estudio y 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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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a sus componentes (principalmente los flavonoides) el vino tinto presenta una
alta capacidad antioxidante, que le confiere propiedades de proteccidn contra
enfermedades crénicas originadas por el estrés oxidativo, entre las que se pueden
incluir las relacionadas con el dafio al ADN. La quercetina es uno de los flavonoides
gue se presenta en mayor concentracion en el vino tinto y ha mostrado un mayor
potencial antioxidante, en diversos estudios se ha observado que protege del dafio
genotoéxico inducido por BaP ya que disminuye la frecuencia de MN y AC, ademas de
gue es capaz de inhibir al crecimiento y desarrollo de células tumorales de algunos
tipos de cancer como el de estomago, colon, préstata, glandulas mamarias y ovario.
Por lo anterior, resulta interesante estudiar los efectos de la administracion de
diferentes variedades de vino tinto con un alto contenido de flavonoides (via oral;

sonda y ad libitum) y de la quercetina.
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3. HIPOTESIS

Si se ha encontrado que el vino tinto y la quercetina, uno de sus principales
flavonoides que lo componen, tienen propiedades antioxidantes y protegen del dafio
genotoxico clastogeno originado por agentes como los BaP y las aminas
heterociclicas. Por otra parte, el vino tinto tiene un contenido de alcohol etilico (8-
15%) el cual a dosis mayores de 120g/dia induce dafio genotoxico, entonces si se
administran a ratones dosis menores a las reportadas como genotéxicas para el
etanol de diferentes variedades de vino tinto con alto contenido de flavonoides por

diferentes vias se espera que no induzca MN.
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4.

4.1.

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar los efectos genotoxicos y citotoxicos de las variedades Cabernet sauvignon,

Merlot, Nebbiolo, Carménere de vino tinto y de la quercetina sobre el dafio al ADN

administrados por diferentes vias en ratones de la cepa CD-1

4.2.

K/
0.0

Objetivos Particulares

Evaluar el efecto genotoxico de diferentes variedades de vino tinto (Cabernet
sauvignon, Merlot, Nebbiolo y Carménere) administrados via oral (sonda y ad
libitum), mediante la evaluacion de la frecuencia de MN en sangre periférica

de raton.

Evaluar el efecto genotoxico de la co-administracion de la quercetina
administrada via i.p. y de diferentes variedades de vino tinto (Cabernet
sauvignon, Merlot, Nebbiolo y Carménere) administrados via oral (sonda y ad
libitum), mediante la evaluacion de la frecuencia de MN en sangre periférica

de raton.

Evaluar el efecto citotoxico de diferentes variedades de vino tinto (Cabernet
sauvignon, Merlot, Nebbiolo y Carménére) administrado via oral (sonda y ad
libitum), mediante la evaluacion de la frecuencia de EPC respecto a los ENC

en sangre periférica de raton.

Evaluar el efecto citotbxico de la co-administracion de la quercetina
administrada via i.p. y de diferentes variedades de vino tinto (Cabernet
sauvignon, Merlot, Nebbiolo y Carméneére) administrados por via oral (sonda y
ad libitum), mediante la evaluacion de la frecuencia de EPC respecto a ENC

en sangre periférica de raton.

16



5. MATERIAL Y METODO

5.1. Animales

Se emplearon ratones hembras de CD-1 de entre 45 y 60 dias de edad, con un peso
de 28 a 35 gramos, los cuales fueron obtenidos del Laboratorio Harlan de la Facultad
de Quimica de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), los cuales
fueron aclimatados por dos semanas en el bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza (UNAM),los cuales se mantuvieron en cajas de plastico y se
alimentaron con nutricubos (Purina), con libre acceso al agua y bajo condiciones
ambientales de temperatura y circulacién de aire controladas, asi como periodos de
luz-oscuridad 12-12 horas.

5.2. Reactivos

Al menos que este indicado, todos los reactivos empleados en el estudio fueron
obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA). Colorante Naranja de
Acridina (NA) [CAS No. 10127-02-3]; Quercetina dihidratada, [CAS No. 117-39-5];
Etanol: solucion diluida al 14.5%.

Las variedades de vino tinto que se emplearon en el estudio son:

1.-Cabernet sauvignon. Cosecha 2006 obtenida del Valle de Calafia, Baja California.
2.-Cabernet sauvignon. Cosecha 2005 obtenida del Valle de Guadalupe, Baja
California.

3.-Cabernet sauvignon y Nebbiolo. Cosecha 2005 obtenida del Valle de Calafia, Baja
California.

4.-Merlot. Cosecha 2005 obtenida del Valle de Guadalupe, Baja California.
5.-Carménére. Cosecha 2007 obtenida del Valle de Rapel, Chile. Esta ultima

denominada como historica debido a sus propiedades organolépticas.
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5.3. Tratamientos

Todos los tratamientos de quercetina se aplicaron via intraperitoneal (i.p.), mientras
gue los de vino tinto se administraron por via oral sonda y ad libitum (indicado en los
protocolos), el etanol se administro por via oral sonda. Los grupos testigos fueron
tratados Unicamente con el vehiculo (agua potable embotellada) por via sonda y via
ad libitum. Cada grupo fue conformado por 5 ratones hembras de acuerdo a los
lineamientos para pruebas de genotoxicidad de la FDA, EPA y la IARC. La
guercetina fue preparada en una solucion de agua inyectable, una vez preparado el
reactivo se administro inmediatamente en volimenes de alrededor de 0.25 ml. El
vino tinto que fue administrado por sonda fue sin diluir mientras que el administrado
ad libitum fue diluido con agua potable embotellada (75%), la solucion fue preparada

en proporciones de 3:1.

5.4. Establecimiento de las dosis del vino tinto y quercetina

Se realizaron estudios preliminares en los que se probaron diferentes dosis de vino
tinto en cuanto al volumen y la concentracion, asi como la via de administracion.

La dosis de quercetina que fue administrada (100 y 300 mg/kg de peso corporal) se
baso en los resultados de estudios previos del laboratorio, donde se observo que la
administracion de quercetina en dosis de 625 mg/kg de peso corporal administrada
por via i.p. a ratones de la cepa CD-1, incrementaba de manera marginal la
frecuencia de MN (Mateos Nava, 2007).
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5.5. Tiempos de evaluacion

5.5.1. Genotoxicidad y citotoxicidad

Una vez que fue establecida la dosis vino tinto y quercetina, asi como las
condiciones de trabajo, fue evaluado el dafio genotoxico mediante la frecuencia de
MN vy la citotoxicidad mediante la frecuencia de EPC con respecto a la de ENC.

A los ratones se les administro 0.20 ml de vino tinto via oral sonda en un tiempo
considerado como hora 0 y a partir de ese momento se tomaron muestras cada 24
horas hasta la hora 72. En los tratamientos de vino tinto diluido al 75%, la
administracion se llevo acabo via oral ad libitum y el vino fue sustituido cada 12 horas

para evitar la oxidacion (Fig. 3 Protocolo I).

Protocolo I.- Vino tinto (Variedades: Cabernet sauvignon, Cabernet sauvignon y
Nebbiolo, Merlot y Carménere)

Grupo Testigo (via oral sonda o ad libitum )
* *

* *

0 24 48 72 horas

a a

Grupo Vino tinto (via oral sondao ad libitum diluido al 75%)
* * * *

0 0

0 24 48 72 horas

* Toma de la muestra
¢ Administracion de 2 dosis diarias de vino tinto
a Administracion de 2 dosis diarias de agua

Figura 3. Protocolo para la administracion de vino tinto via sonda 6 ad libitum diluido al 75%.
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En los co-tratamientos de vino tinto y quercetina, la administracion de vino tinto fue
via oral (sonda, 0.20 ml cada 12 horas hasta las 36 horas) y en la hora 48 después
de iniciado el tratamiento con vino tinto fue administrada una sola dosis de quercetina
via i.p (100 mg/kg o 300 mg/kg). Para los grupos tratados con vino tinto ad libitum, el
vino fue diluido al 75% con agua potable embotellada, al igual que en el anterior
tratamiento la quercetina fue administrada en una sola dosis por via i.p., en la hora

48 después de iniciado el tratamiento con vino tinto (Fig. 4 Protocolo II).
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Protocolo Il.- Vino tinto (Variedades: Cabernet sauvignon, Cabernet sauvignon
y Nebbiolo, Merlot y Carménere) mas Quercetina

Grupo Testigo (via oral sonda o ad libitum )
* *

* *

0 24 48 72 horas

a a

Grupo Quercetina (via i.p.)
*

* * *

(©)

0 24 48 72 horas

Grupo Etanol (via oral sonda)

* * * *
e e
0 24 48 72 horas

Grupo Vino tinto (via oral sonda o ad libitum  diluido al 75%) mas Quercetina
(viai.p.)
*

* * * *
4 0 (0]
-48 -24 0 24 48 72 horas
Dia 1l 2 3

* Toma de la muestra

¢ Administracién de 2 dosis diarias de vino tinto

a8 Administracion de 2 dosis diarias de agua

© Administracion de 1 dosis Quercetina (100 mg/kg 6 300 mg/kg)

¢ Administracién de 2 dosis diarias de etanol 14.5%

Figura 4. Protocolo para la administracion de vino tinto via sonda 6 ad libitum diluido al 75%
mas quercetina.
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5.6. Evaluaciones

a) Preparacion de laminillas

Se prepararon laminillas tefiidas con NA, las cuales se realizaron previamente a la
toma de las muestras. La solucién de NA fue preparada en una solucién con agua
desionizada (1 mg/ml), de la cual se colocaron 10ul en un portaobjetos precalentado
(70°C), se distribuyo uniformemente el colorante en la laminilla y se dejo secar a
temperatura ambiente. Las laminillas se almacenaron en la oscuridad hasta su uso
(Hayashi et al., 1990).

b) Toma de muestras

Para la evaluacién del dafio genotoxico y citotdéxico se obtuvieron las muestras de
sangre periférica de los ratones, realizando un pequefio corte en la punta de la cola
con la ayuda de unas tijeras, se colocaron de 5 a 15ul de sangre (equivalentes de 1 a
3 gotas de sangre), al centro de las laminillas previamente preparadas con NA, de
inmediato se coloco un cubreobjetos (24x50mm) y fueron selladas (Fig. 5). Las
preparaciones fueron guardadas en cajas de plastico y en oscuridad, a una
temperatura de 4°C. El andlisis de las preparaciones se realizo después de 24 horas
de haber sido preparadas, procurando no exceder de 8 dias. En cada toma de

muestras se realizaron dos laminillas por cada organismo.

La toma de muestras en todos los tratamientos se realizo cada 24 horas a partir de la
hora 0 hasta llegar a la hora 72 después de la aplicacion de cada uno de los

tratamientos.

c¢) Evaluacion de laminillas

Las evaluaciones se realizaron en los eritrocitos de las muestras de sangre, en el
microscopio de fluorescencia (luz azul) con filtro de luz amarilla (Nikon OPTIPHOT-
2). La tincion que se obtuvo con la NA, permito diferenciar a los ENC de los EPC, ya
gue estos Ultimos se tifieron de color rojo debido al ARN-ribosomal. También con

esta tincion se pudo identificar la presencia de MN ya que el ADN se tefiia de color
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amarillo fluorescente. Para la evaluacion del dafio citotoxico se cuantifico la
frecuencia de EPC respecto a los ENC de 1000 eritrocitos totales. En la evaluacion
del dafio genotoxico se cuantifico la frecuencia MN respecto de los EPC analizando
2000 eritrocitos totales (Hayashi et al., 2000).

5.7. Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de la frecuencia de MN vy la frecuencia de EPC fueron
analizados en el paquete estadistico SPSS/PC V13 ™. Los resultados se presentan
en una media + desviacion estandar, que fueron comparadas mediante un analisis de
varianza de una sola direccion, seguida de una prueba de Tukey o Dunnett que

dependia de la homogeneidad de varianzas.

Para la induccion de MN se calculo la Frecuencia de Induccion Neta de MN (NIF por
sus siglas en inglés) para descartar la induccion espontanea que obtengan los
grupos a la hora 0 ya que no se le habia aplicado ningun tratamiento y la Frecuencia
de induccion diferencial de MN (DIF por sus siglas en inglés) lo que permitié
descartar la posibilidad de que el efecto a observar fuera producto de la
manipulacién, restando la induccion que hay en el grupo testigo. El NIF y DIF se
analizaron con una Chi-cuadrada. En todos los casos se considero un nivel de
significancia de p< 0.05 (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2001).
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Figura 5. Administracion de tratamientos, toma de muestras y evaluacion de MN.
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6. RESULTADOS

Antes de iniciar con las evaluaciones de genotoxicidad y citotoxicidad se realizé un
estudio preliminar para evaluar en los organismos algunos signos de toxicidad
general después de la administracion del vino tinto. De igual manera, se cuantifico el
consumo diario y el comportamiento de los ratones al “sabor” de las diferentes
variedades del vino tinto. En el cuadro 4 se muestra los resultados del este estudio
preliminar, en donde se puede observar que en cuanto a la apariencia, actividad y
conducta en general no se presentaron cambios al comparar los grupos tratados con
vino tinto con los testigos. En estas evaluaciones se consideraron aspectos como la
apariencia del pelaje, la hidratacion, el equilibrio, conducta, actividad y signos como
vomito y diarrea. Con respecto a la apariencia de la orina y las heces, se observo
gue eran normales salvo que en los tratamientos con la variedad de vino Carménére
y Merlot las heces se oscurecieron. En cuanto a la respuesta al consumo del vino, se
observé que el promedio diario por grupo no se modifica significativamente con
respecto al consumo de agua del grupo testigo, aunque los grupos tratados con las
variedades Cabernet sauvignon 1, Merlot, Cabernet sauvignon y Nebbiolo

presentaron desagrado al sabor del vino.

6.1. Evaluacion de MN en grupos tratados con vino tinto diluido al 75%
administrado via ad libitum

Una vez evaluados los signos generales de toxicidad y cuantificado el consumo
diario de vino tinto, se iniciaron los estudios de genotoxicidad administrando via ad
libitum las diferentes variedades del vino tinto diluido al 75% con agua potable estéril,
para lo cual se evalud el dafio al ADN mediante la cuantificacion de la frecuencia de
MN. Los resultados de las muestras de sangre obtenidas durante 3 dias (cada 24
horas) se observan en el cuadro 5, y se puede observar que no se incrementa la

frecuencia de MN en ninguno de los tratamientos con vino.
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Cuadro 4. Consumo promedio diario por grupo de las diferentes variedades de vino tinto
administrado via ad libitum al 75%.

Testigo Cabernet Cabernet Carméneére Cabernet Merlot
sauvignon sauvignon sauvignon
1 y Nebbiolo 2
Afio de
Cosecha 2006 2005 2007 2005 2005
Contenido de
alcohol 12.4% 13.0% 13.9% 14.5% 14.5%
Valle de Valle de Valle de Valle de Valle de
Calafia, Calafia, Rapel, Guadalupe, Guadalupe,
Region Viticola Baja Baja Chile Baja Baja
California California California California
Apariencia
general Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Actividad Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Apariencia
heces Normal Normal Normal Oscura Normal Oscura
Apariencia
orina Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Conducta
general Normal Normal Normal Normal Normal Normal
Respuesta al
consumo del Normal Desagrado Desagrado Normal Normal Desagrado
vino
Promedio de
Consumo por 33.00 28.00 28.75 31.88 30.25 29.12
grupo/5
ratones (ml)
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Cuadro 5. Frecuencia de la induccion de MN en los tratamientos administrados via ad libitum
de las diferentes variedades de vino tinto diluido al 75%.

Tratamiento MN/1000 células
(% alcohol) n hora (mediatd.e.)
0 0.20£0.27
24 0.2040.27
Testigo 5 48 0.00+0.00
72 0.1040.22
0 0.5040.35
Cabernet 24 0.80+0.45
sauvignon 1 5 48 0.70+0.27
(12.4%) 72 0.40+0.41
Cabernet 0 0.60+0.42
sauvignon y 24 0.60+0.42
Nebbiolo 5 48 0.40£0.22
(13%) 72 0.30£0.27
0 0.20£0.27
24 0.60£0.65
Carméneére
5 48 1.00+0.61
(13.9%)
72 0.40£0.42
0 0.70£0.27
Cabernet 24 0.80£0.45
sauvignon 2 5 48 0.5040.35
(14.5%) 72 0.40+0.22
0 0.00£0.00
24 0.40£0.54
Merlot
5 48 0.40£0.54
(14.5%)
72 0.80£0.45
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Al no observarse cambios en las frecuencias de MN de los grupos tratados con las
diferentes variedades de vino tinto, se realiz0 un experimento en el cual se co-
administro la quercetina (100 mg/kg) por via i.p. a las 48 horas después de iniciado el
tratamiento con vino para aumentar la concentracion de antioxidantes en el vino. En
el cuadro 6 se muestran los resultados de este experimento, donde se puede
observar que en el grupo tratado Gnicamente con quercetina se incrementa alrededor
de un MN, que resulta estadisticamente significativo en la hora 48 y 72 al comparar
con el grupo testigo. De igual manera, el grupo tratado con la variedad de Merlot se
incremento un MN en la hora 24 y para el Cabernet sauvignon 2 y Merlot en la hora
48. En los otros tratamientos no se observaron efectos significativos en las

frecuencias de MN.

Dado que en los resultados obtenidos en la administracion de quercetina y la co-
administracion de vino tinto y quercetina solo se incremento alrededor de un MN la
frecuencia y resultd estadisticamente significativo, a los datos obtenidos se les
calculé el NIF con la finalidad de re-analizar los datos considerando la induccion
basal de cada grupo, es decir la frecuencia de MN que presentaban antes de la
administracion del tratamiento. El andlisis consistio en restarle la frecuencia de MN
evaluados en la hora 0 (induccion basal) a las siguientes frecuencias de MN
obtenidas en las subsecuentes muestras tomadas en las siguientes horas (Garcia-
Rodriguez et al., 2001).

NIF = |valor observado en el grupo “A” a la hora x | — valor observado en el
grupo “A” a la hora 0|

Donde:

A = grupo x j; X; = tiempo de evaluacion
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Cuadro 6. Frecuencia de la induccion de MN en los tratamientos administrados via
de las diferentes variedades de vino tinto diluido al 75%

mas quercetina.

ad libitum

Tratamiento Dosis de MN /1000 células
(% alcohol) Quercetina hora (mediatd.e.)
0 0.20+0.27
24 0.20+0.27
Testigo 48 0.00£0.00
72 0.10+0.22
0 0.40+0.41
24 1.60+0.65
Quercetina 100 mg/kg 48 1.60+0.41°
72 1.20+0.27°¢
Cabernet 0 0.90+0.42
sauvignon 1 24 1.10+0.54
(12.4%) mas 100 mg/kg 48 1.0040.35
Quercetina 72 0.4040.42
Cabernet 0
sauvignon y 24 0-8020.27
Nebbiolo 100 mg/kg 48 1.00£0.35
(13%) més 79 0.90+0.41
Quercetina 0.50+0.35
0 0.50+0.00
Carménere 24 2.00£0.70
(13.9%) mas 100 mg/kg 48 1.4040.65
Quercetina 72 0.30£0.45
Cabernet 0 1.00+0.35
sauvignon 2 24 1.40+0.54
(14.5%) mas 100 mg/kg 48 1.20+0.27°
Quercetina 72 0.30£0.27
0 1.00+0.35
Merlot 24 1.60+0.22°%
(14.5%) mas 100 mg/kg 48 1.30£0.27°
Quercetina 72 0.60+0.22

% p<0.05 vs Testigo h24
P: p<0.05 vs Testigo h48
°: p<0.05 vs Testigo h72
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En la figura 6 se muestran los resultados con el calculo del NIF, se puede observar
gue persiste el incremento de MN en la hora 24 en el grupo tratado con quercetina y
en los tratados con quercetina y vino Cabernet sauvignon 2, Carménere y Merlot,
mientras que en la hora 48 todos los grupos presentaron efecto significativo. A la
hora 72 dnicamente resultd estadisticamente significativo el grupo tratado con

guercetina.

A los valores del incremento de la frecuencia de MN, también se les calcul6 el DIF
para analizar los datos considerando los MN espontaneos e inducidos por el manejo
de los ratones durante el estudio. Este analisis consisti6 en restarles los valores

respectivos de cada hora del grupo testigo a cada hora de los grupos tratados.

DIF = |valor observado en el grupo “A” en la hora ; — valor observado en el

grupo testigo a la hora ;|

Donde:

i = tiempo de evaluacion
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d libitum el vino tinto diluido al 75% y 100 mg/kg de quercetina
(*: Estadisticamente significativos p< 0.05).
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z

Figura 6. Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 10000 EPC cuando se
administr



En la figura 7 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN en los grupos
tratados con quercetina sola y de la co-administro con vino. Al re-analizar los
resultados mediante el calculo del DIF, se observa que también persiste el efecto en
el grupo tratado con quercetina en las muestras tomadas a las 24, 48 y 72 horas
después del tratamiento. Mientras que, en los grupos que se co-administro la
guercetina con el vino solo se incremento la frecuencia de MN en el grupo tratado
con Carméneére en la hora 24 y 48.
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—Quercetina =¢=Cabernet sauvignon 1
=fiii-Cabernet sauvignon 2 =i= Cabernet sauvignon y Nebbiolo
kd=Merlot =8-Carméneére
Figura 7 . Andlisis por tiempo y por grupo del DIF de MN cuando se administré via ad libitum el

vino tinto diluido al 75% vy la quercetina (*: Estadisticamente significativos p< 0.05).
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6.2. Evaluacion de MN en grupos tratados con vino tinto sin diluir

administrado via sonda

Después de haber observado que la administracién via oral ad libitum de vino tinto
diluido al 75% y quercetina, inducian un incremento de alrededor de un MN, el cual si
bien es marginal y en comparacion con agentes claramente identificados como
genotoxicos (incremento de hasta 30) es “muy bajo”, al resultar estadisticamente
significativo, se considerd0 que la via de administracion podria influir en estas
evaluaciones, ya que era la Unica fuente de liquidos que consumian, por lo que se

procedio a modificar la via de administracion.

Las dosis administradas por via sonda fueron consideradas tomando como criterio
dosis equivalentes a lo que consumian via ad libitum, a los ratones se les permiti6 el
libre acceso al agua. En el cuadro 7 se muestran los resultados de estas
evaluaciones, donde se puede observar que al igual que cuando se administro el
vino tinto via ad libitum la frecuencia se incrementa alrededor de un MN, el cual solo
resulta estadisticamente significativo en el grupo tratado con Cabernet sauvignon 2 al
comparar con el grupo testigo a la hora 48. En este experimento también se puede
observar que los grupos Cabernet sauvignon 1 y Merlot (Cuadro 7) resultaron
estadisticamente significativos al comparar la frecuencia de MN observada antes de
los tratamientos del vino con la evaluada en las muestras obtenidas a las 24 y 48
horas, por lo que a estos datos también se les calcul6 el NIF (Fig. 8), donde se puede
observar que persisten dichos efectos descritos en el cuadro 7 para los grupos
tratados con las variedades Cabernet sauvignon 1 en la hora 24 y 48, asi como

Merlot en la hora 48.
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Cuadro 7. Frecuencia de la inducciéon de MN en los tratamientos administrados via sonda de
las diferentes variedades de vino tinto sin diluir.

Tratamiento MN/1000 células
(% alcohol) n hora (mediatd.e.)
0 0.7010.57
24 1.0040.35
Testigo 5 48 0.9040.42
72 1.00+0.50
0 0.00+0.00
Cabernet 24 1.70+0.76"
sauvignon 1 5 48 1.40+0.42°
(12.4%) 72 0.90+0.54
Cabernet 0 1.10+0.41
sauvignon y 24 1.70+0.57
Nebbiolo 5 48 1.20+0.57
(13%) 72 1.20+0.57
0 0.90+0.41
Carménére 24 1.0010.79
(13.9%) 5 48 1.60+0.82
’ 72 0.90+0.42
0 1.4010.22
Cabernet 24 1.70+0.57
sauvignon 2 5 48 2.20+0.27°
(14.5%) 72 1.80+0.27
0 0.60+0.41
Merlot 24 1.0010.35C
(14.5%) 5 48 1.90+0.41
' 72 1.0040.35

% p< 0.05 vs Testigo h48
P: p< 0.05 vs Cabernet sauvignon 1 h0
© p<0.05 vs Merlot hO
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En la figura 9 se muestra el analisis del DIF de las frecuencias de MN cuando se
administraron via sonda las variedades de vino tinto sin diluir, en esta gréfica se
puede observar que a diferencia del NIF también resulta estadisticamente
significativo el grupo tratado con Cabernet sauvignon y Nebbiolo en las 48 y 72

horas.
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Figura 9. Analisis por tiempo y por grupos del DIF de MN cuando se administré via sonda el
vino tinto sin diluir (*: Estadisticamente significativo p<0.05).
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Al igual que con los tratamientos administrados via ad libitum, también se realizaron
evaluaciones de la co-administracion con quercetina. En este experimento se incluyo
un grupo tratado con la concentracién mas alta de etanol de los vinos probados en el
estudio, ya que el comportamiento de las frecuencias de MN en los diferentes
analisis que se realizaron permitian asociar estos efectos a la toxicidad causada por
el contenido de etanol en el vino. En el cuadro 8 podemos observar que en el grupo
gue solo se le administro el etanol se incrementa la frecuencia de MN de manera
similar a los incrementos observados en los grupos tratados con vino (alrededor de
un MN). La dosis administrada de quercetina (100 mg/kg) no incrementa la
frecuencia de MN y la co-administracion con vino Carmeénére y Cabernet sauvignon 2
la incrementa un MN que resulta estadisticamente significativo al compararse con el
testigo a la hora 24 y los tratamientos con Merlot y Cabernet sauvignon 2 en la hora
48.
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Cuadro 8. Frecuencia de la induccion de MN en los tratamientos administrados via sonda de las
diferentes variedades de vino tinto sin diluir mas 100 mg/kg de quercetina.

Tratamiento Dosis de MN/1000 células
(% alcohol) Quercetina n hora (mediatd.e.)
0 0.70+0.57
24 1.0040.35
Testigo 5 48 0.90+0.42
72 1.004+0.50
0 0.50+0.35
24 1.504+0.50
Etanol 14.5% 5 48 2.10 0.65%°
72 1.104+0.65
0 0.40+0.41
24 1.60+0.65
Quercetina 100 mg/kg 5 48 1.60+0.41
72 1.2040.27
Cabernet 0 1.40+0.42
sauvignon y
Nebbiolo 5 24 2.00+£0.79
8 100 mg/kg 48 1.83+1.25
(13%) mas 72 1.00+0.50
Quercetina T
Carménere 0 1'30i0'44c
(13.9%) 24 2.30+0.57
) 100 mg/kg 5 48 1.80+0.57
mas 72 1.60+0.41
Quercetina T
Cabernet 0 2.00+0.35
sauvignon 2 24 2 80+0.27°
(14.5%) A gD
) 100 mg/kg 5 48 2.40+0.41
mas 72 2.1040.41
Quercetina T
Merlot 0 1.60+0.65
(14.5%) 24 1.30+0.75
mas 100 mg/kg 5 48 2.30+0.57"
Quercetina 72 1.30+0.44

2 p< 0.05 vs Etanol 14.5% h0
P: p< 0.05 vs Testigo h48
°: p<0.05 vs Testigo h24

En la figura 10 se muestra el NIF de las frecuencias de MN cuando se realizaron las
administraciones de quercetina y vino tinto via sonda. Se puede observar que
persiste el efecto en el grupo tratado solo con etanol (incluso mayor que con los
tratados con vino) y que a diferencia de cuando se realizé el analisis de varianza a
los datos obtenidos en el grupo tratado con quercetina, con este analisis se observa

un efecto estadisticamente significativo en las horas 24 y 48.
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En la figura 11 se muestra el célculo del DIF de la frecuencia de MN cuando se
administré via sonda el vino tinto sin diluir y la quercetina, en la grafica podemos
observar que los efectos de la quercetina y etanol persisten. En los grupos tratados
con vino se observa un efecto en el grupo tratado con la variedad Merlot a la hora 24,
el cual es estadisticamente significativo.
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Figura 11. Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN cuando se administré via sonda el
vino tinto sin diluir y 100 mg/kg de quercetina (*: Estadisticamente significativo p<0.05).
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A partir de los resultados obtenidos tanto de los tratamientos administrados via ad
libitum como sonda, se realizaron evaluaciones de la co-administracion de quercetina
y vino tinto de la variedad Cabernet sauvignon 1, en el cual se probd una dosis de
300 mg/kg de quercetina. En este experimento nuevamente se incluyo al grupo
tratado con la concentracion mas alta de etanol de los vinos probados en el estudio.
En el cuadro 9 se muestran los resultados de este estudio en donde se puede
observar que la administracion de esta dosis de quercetina no modifica

significativamente la frecuencia de MN.

Cuadro 9. Frecuencia de la induccién de MN en los tratamientos administrados via sonda de las
diferentes variedades de vino tinto sin diluir mas 300 mg/kg de quercetina.
Tratamiento Dosis de MN/1000 células
(% alcohol) Quercetina n hora (mediatd.e.)
0 0.70+0.57
24 1.00+0.35
Testigo 5 48 0.90+0.42
72 1.00+0.50
0 0.50+0.35
Etanol 24 1.50+0.50
(14.5%) 5 48 2.10 +0.65%°
72 1.10+0.65
Cabernet 0 0.00£0.0
sauvignon 1 24 2.50£1.00
(12.4%) mas 300 mg/kg 5 48 2.40%1.40
Quercetina 72 3.4040.96

% p< 0.05 vs Testigo h48
®: p< 0.05 vs etanol 14.5% h0

41



6.3. Efecto citotoxico del vino tinto y la quercetina

Al evaluar la frecuencia de EPC respecto a los ENC de los tratamientos
administrados via ad libitum y sonda de vino tinto y quercetina, no se observaron
modificaciones significativas (cuadro 10 y 11), este parametro nos permite hacer

inferencias respecto al efecto citotéxico.

Cuadro 10. Frecuencia de EPC en los tratamientos con diferentes variedades de vino tinto
diluido al 75% y de la co-administracién de 100 mg/kg de quercetina.

Tratamiento EPC/1000 células
(% alcohol) n hora (mediatd.e.)
0 72.243.11
: 24 75.841.78
age“s;'i%sm 5 48 73.4+3.78
72 73.643.50
0 75.4+2.70
24 75.2+4.96
Quercetina 5 48 75.84+2.58
72 74.6+£2.70
Sin quercetina Mas quercetina
0 74.2+3.03 74.2+3.76
Cabernet 24 73.4+2.07 72.4+2.30
sauvignon 1 5 48 73.4+2.88 74.6+£3.84
(12.4%) 72 72.613.20 75.8+4.94
Cabernet 0 73.41£3.20 70.6+2.70
sauvignon y 24 73.2+3.03 72.6+£3.36
Nebbiolo 5 48 71.6+3.57 75.2+3.76
(13%) 72 73.8+3.03 73.2+4.08
0 72.8+3.27 75.0+5.38
Carménere 24 71.845.97 74.6+3.64
(13.9%) 5 48 65.0+3.39 75.0£2.73
72 74.4+4.50 74.8+3.34
0 73.0£2.54 71.241.92
Cabernet 24 72.8+2.38 72.0£2.91
sauvignon 2 5 48 71.614.56 71.8+£3.42
(14.5%) 72 72.8+2.68 71.2+3.34
0 72.0£2.91 71.4+3.50
Merlot 24 70.8+3.03 69.0£2.12
(14.5%) 5 48 69.2+1.92 74.8+3.03
' 72 71.8+2.77 72.4+2.30
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Cuadro 11. Frecuencia de EPC en los tratamientos con diferentes variedades de vino tinto sin

diluir .y de la co-administracién de 100 y 300 mg /kg de quercetina.

Tratamiento

EPC /1000 células

(% alcohol) n hora (mediatd.e.)
0 72.04£8.45
24 77.813.76
. 48 77.245.80
Testigo 5 72 75.6+3.78
0 78.8+3.03
24 76.4+2.70
('iégg;j]) 5 48 74.6+2.70
72 73.4+3.36
0 75.41£2.70
24 75.244.96
. 5 48 75.81£2.58
Quercetina 72 74.6+2.70
Sin quercetina Mas quercetina
0 91.4+12.73 75.2+7.98+¢
Cabernet 24 88.0+£10.02 86.2+8.28
sauvignon 1 5 48 91.2+13.59 73.8£22.6
(12.4%) 72 72.4+3.840 70.8+£3.49
Cabernet 0 80.6£7.98 75.2+7.25
sauvignon y 24 74.246.87 68.0+5.61
Nebbiolo 5 48 68.0+4.18 67.0£7.54
(13%) 72 73.8+£3.70 57.6+4.04
0 74.01+4.63 74.8+£3.27
L 24 71.0+4.94 75.0+2.23
C"E‘;@‘;ﬂg © . 48 60.4+2.70 72.6+2.40
72 68.2+4.76 74.6+3.50
0 73.8+3.70 68.0+3.08
Cabernet 24 70.6+3.84 68.6+2.30
sauvignon 2 5 48 68.0+4.18 68.4+2.88
(14.5%) 72 64.0+2.73 69.6+3.20
0 82.0+4.69 78.0+£2.00
Merlot 24 79.61£3.84 74.0£1.58
(14.5%) 5 48 77.41£2.30 75.81£1.64
72 74.6+2.07 76.8+1.92

¢ Administracion de 300 mg/kg de quercetina




7. DISCUSION

En el presente estudio se observlo que al administrar diferentes variedades de vino
tinto y quercetina, por diferentes vias a ratones de la cepa CD-1, se incrementa de
manera marginal la frecuencia de MN y este incremento depende de la variedad de
vino tinto (Cabernet sauvignon, Nebbiolo, Merlot, y Carménére), la concentracion (sin
diluir y diluido al 75%), asi como de la via de administraciéon (ad libitum o sonda). La
administracion de la quercetina sola (uno de los flavonoides presentes en mayor
concentracion en el vino tinto con gran potencial antioxidante) y con vino también
incrementa la frecuencia de MN, la cual también dependié de la variedad de vino
tinto y de la via de administracion. En cuanto a los efectos de citotoxicidad, no se
observaron modificaciones en las frecuencias de EPC con respecto a los ENC, en

ninguno de los tratamientos.

En el estudio preliminar que se realizd antes de iniciar las evaluaciones de
genotoxicidad y citotoxicidad, se observd que la administracién de vino tinto via oral
ad libitum diluido al 75% no presenté signos de toxicidad general, ya que no
presentaban cambios en cuanto a la apariencia, actividad y conducta (Scialli, 1992),
lo que concuerda con lo observado en estudios realizados en ratas a las que se les
administraron dosis similares de vino tinto por via sonda, ellos observaron que la
administracion de estas dosis no generan signos toxicos sino por el contrario son
capaces de proteger de enfermedades cardiovasculares, de aumentar la respuesta
anti-inflamatoria, de agilizar la memoria y proteger de enfermedades
neurodegenerativas (Dudley et al., 2008). De igual manera, en un estudio realizado
en humanos a los que se les administraron también dosis similares de vino tinto a las
empleadas en nuestro estudio no reportan efectos toxicos aparentes (Greenrod et al.,
2005).



7.1. Efectos genotoxicos del vino tinto y de la quercetina

La administracion via oral ad libitum de vino tinto diluido al 75% no incrementé la
frecuencia de MN, esto concuerda con estudios previos realizados en el laboratorio
(Mateos Nava, 2007), en los que se estudiaron los efectos de la variedad Cabernet
sauvignon 1 (una de las probadas en este estudio) sobre la frecuencia de MN y se
obtuvieron frecuencias de MN similares, al igual que los promedios del consumo por
dia y por grupo de vino tinto tanto en los grupos tratados como en los testigos. En
otros estudios realizados ex vivo con humanos, a quienes se les administraron dosis
similares de vino tinto a las que se emplearon en los ratones e incluso tratamientos
con jugo de uvas moradas (480 ml/diarios, durante ocho semanas) tampoco se
observaron modificaciones en las frecuencias de MN en muestras obtenidas de
sangre periférica durante dos horas después del tratamiento (Park et al., 2003;
Greenrod et al., 2005). Por lo que la administracion via oral ad libitum del vino tinto a
estas concentraciones no inducen dafio genotéxico. Se ha sugerido que los efectos
benéficos del vino tinto se deben a que su administracion aumenta la capacidad
antioxidante y por lo tanto se pueden disminuir los efectos inducidos por las ERO’s
(Tedesco et al., 2000; Park et al., 2003).

La capacidad antioxidante del vino tinto se la confieren componentes como las
vitaminas A, C, E y los compuestos polifenélicos como los flavonoides. En este
estudio se observo que al co-administrar por via i.p. 100 mg/kg de quercetina y las
diferentes variedades de vino tinto por via ad libitum (diluido al 75%), se incremento
la frecuencia de MN (alrededor de un MN) en el grupo que solo se trato con
guercetina (24, 48 y 72 horas). La quercetina es uno de los flavonoides presentes en
el vino tinto que han mostrado mayor potencial antioxidante, sin embargo, las
concentraciones presentes en el vino tinto son menores a las que se han reportado
como protectoras del dafio al ADN (Hollman y Katan, 1999; German y Walzen, 2000;
Skibola y Smith, 2000), por lo que en el estudio se co-administraron dosis de
guercetina con vino tinto. Como se observa en los resultados las dosis empleadas

(100 mg/kg) de quercetina inducen dafio al ADN, lo que difiere con lo reportado por
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Da Silva et al., 2002 y Mateos Nava 2007, quienes al administrar dosis mayores (de
hasta 625 mg/kg) de quercetina por via i.p. a ratones, no observaron modificaciones
en las frecuencias de MN en células de médula ésea y en sangre periférica, asi como
de AC en medula 6sea, células de higado y células réctales en estudios tanto in vivo
como in vitro (Zhanataev et al., 2008). Si bien, el incremento observado es
estadisticamente significativo, este incremento es solo de un MN lo cual no
corresponde a un agente genotoxico, ya que organizaciones como la FDA (2000) y la
OECD (1997) han propuesto que se consideren como agente genotoxico evidente
s6lo aquellos compuestos que incrementan mas de cuatro la frecuencia de MN por
cada 1000 EPC (0.4%), respecto de su grupo testigo, por lo que los resultados
obtenidos en el presente estudio no podrian clasificar la quercetina como un agente
genotoxico. Por otra parte, se ha planteado que los efectos tdéxicos pueden inducir
indirectamente dafio al ADN, ya que la sola administracion de agentes fisicos o
guimicos (manejo, estrés) pueden alterar la homeostasis de las funciones fisiol6gicas
del organismo y generar dafio al ADN indirectamente (Gad, 1992; Scialli, 1992; Dass
et al., 1997). Particularmente, la quercetina ha mostrado efectos toxicos sistémicos
ya que al administrarse dosis 100 mg/ml por via intramuscular durante 21 dias a
pacientes con cancer se observaron efectos nefrotoxicos (Ferry et al., 1996). El
incremento observado de MN con el tratamiento de quercetina puede estar
relacionado con la dualidad que presenta la quercetina, ya que se ha descrito en
diferentes estudios que puede actuar como antimutageno o mutageno dependiendo
de la concentracién y los protocolos usados, asi como de la condicion fisiologica del
organismo. También, se ha observado en ratones que la quercetina presenta ambas

propiedades cancerigenas y anticancerigenas (Skibola y Smith 2000; Zeiger, 2007).

Al administrar 300 mg/kg de quercetina por via i.p. no se incrementd
estadisticamente significativa la frecuencia de MN, por lo que se corrobord la
dualidad mutdgeno/antimutageno relacionado con la dosis de quercetina, ya que las
dosis administradas por via i.p. (100 mg/kg) incrementan marginalmente la
frecuencia de MN a diferencia de las dosis mayores probadas en este estudio y en

estudios previos donde no se observo dafio al ADN, sino por el contrario proteccion

46



(Da Silva et al., 2002; Mateos Nava 2007) e incluso inhibicion del crecimiento de
lineas celulares tumorales en mas del 90% en ratones, asi como el incremento de la
capacidad antioxidante e inhibicion de ERO’s generadas por radiacion, H,O; y tert-
butil hidroperoxido en células cancerigenas MCF7, células HepG2, eritrocitos y
linfocitos humanos (Rodgers y Grand, 1998; Tedesco et al., 2000; Soleas et al.,
2002; Alia et al., 2006; Benkovic et al., 2008).

Sin embargo, en los grupos que se co-administré la quercetina con el vino tinto, solo
persistio el efecto de la quercetina, en los grupos tratados con vino tinto Cabernet
sauvignon 2 y Merlot (24 y 48 horas), lo que podria estar relacionado con una posible
proteccion de los tratamientos del vino tinto (Cabernet sauvignon 1, Cabernet
sauvignon y Nebbiolo, Carménere), ya que la quercetina por si sola a esta dosis
debio incrementar las mismas frecuencias de MN observadas previamente.

La proteccidn puede deberse a la concentracion de antioxidantes en el vino la cual es
diferente por variedad, a pesar de que la concentracion aproximada de flavonoides y
taninos en la variedad Cabernet sauvignon es de 4.55 g/l (Zufiga, 2005), solamente
se presento el efecto en el incremento de la frecuencia de MN en el tratamiento con
Cabernet sauvignon 2, posiblemente a que en este vino el contenido de alcohol era
de 14.5% a diferencia del Cabernet sauvignon 1 (12.4%). En el grupo tratado con
vino Cabernet sauvignon y Nebbiolo (1.91 g¢/l) la proteccion observada
probablemente se debe a que la concentracion de antioxidantes se incrementa por la
mezcla que es aproximadamente de 6.46 g/l. Por otro lado a pesar de que en la
variedad Carménere (3.54 g/l) la concentracion de antioxidantes es menor que en
Merlot (3.61 g/l), en este ultimo se incremento marginalmente la frecuencia de MN,
probablemente por el porcentaje de alcohol, ya que era el mismo que en el

tratamiento con Cabernet sauvignon 2.

La proteccion del vino tinto ha sido observada tanto en estudios in vivo como in vitro,
en donde protege de la induccion de MN por BaP (en médula ésea de ratén) e
inhiben el rompimiento de las cadenas de ADN inducido por 2-amino-1-metil-6-

imidazol[4,5-b]piridin (PhIP) (en cultivos celulares) (Damianaki et al., 2000; Tedesco
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et al., 2000; Edenharder et al., 2002 y 2003). Los mecanismos de proteccion del vino
tinto se han explicado en estudios in vitro y ex vivo, por el aumento de la capacidad
antioxidante en el plasma sanguineo y al disminuir los efectos ocasionados por
ERO’s generados por H,O, y radiacion en eritrocitos y linfocitos (Damianaki et al.,
2000; Tedesco et al., 2000; Park et al., 2003; Greenrod et al., 2005).

Dado que cuando se administraba el vino tinto via ad libitum a los ratones este era su
Unica fuente de consumo de liquidos, también se realizaron experimentos en los que
se administrd el vino tinto sin diluir por via sonda y se les permitid libre acceso al
agua, en los que se observo un incremento en la frecuencia de MN (alrededor de un
MN) la cual resulté estadisticamente significativa en la hora 48 del grupo Cabernet
sauvignon 2 al comparar contra la misma hora del grupo testigo, en los grupos Merlot
y Cabernet sauvignon 1 también se incrementé alrededor de un MN que resultd
estadisticamente significativo al comparar contra su propia hora 0, es decir en las
evaluaciones realizadas antes de la administracion de los tratamientos. El efecto
observado puede estar relacionado con la cantidad de vino que se administraba en
una sola toma (dos veces al dia), ya que si hicieramos la conversion a humanos
estas corresponderian a 1.5 | de vino tinto por toma, por lo que el efecto observado
dada la baja induccién de MN (alrededor de uno) puede estar relacionado con el
efecto toxico que por si solo presenta la administracion aguda de un agente, ya que
no es lo mismo administrar una misma dosis de manera aguda o cronica, la primera
se administra en un lapso corto de tiempo lo que puede alterar la farmacocinética del
agente, ya que es mas facil para los organismos absorber, distribuir, biotransformar y
eliminar un agente si su administracion es continua durante 48 horas, que en cuatro
dosis concentradas durante 48 horas (Wilson, 1979; Scialli, 1992). La concentracion
de etanol en una sola toma también pudo haber influido en los resultados
observados, ya que el tratamiento que presento el efecto era el del Cabernet
sauvignon 2 y particularmente este tiene una mayor concentracion de alcohol
comparado con las otras variedades que se probaron en el estudio por esta misma
via. Para corroborar que el etanol era el que posiblemente estaba incrementando

marginalmente los MN en los tratamientos de vino tinto administrados por via sonda,



a un grupo de ratones se les administraron las mismas concentraciones y dosis de
etanol que contenia el vino Cabernet sauvignon 2 (14.5%) por la misma via, la
frecuencia de MN se incrementdé de manera similar que en los experimentos
anteriores, lo cual podria estar relacionado con los estudios donde se ha mostrado
gue la administracion de etanol presenta alteraciones en la salud incluido el dafio al
ADN (Maffei et al., en 2000 y 2002; Greenrod et al., 2005). Particularmente, en
estudios realizados en linfocitos humanos obtenidos de bebedores croénicos y
voluntarios quienes ingerian vino, cerveza y licores (120 g/dia de etanol), asi como
tratamiento con solucion de etanol al 13% (300 ml), se observé un incremento en la
frecuencia de MN (alrededor de 5 MN) y de AC estructurales (Maffei et al., en 2000 y
2002; Greenrod et al., 2005). Por lo que se sugiere realizar otros estudios en los que
se administren directamente los compuestos antioxidantes del vino tinto o vino tinto

sin alcohol.

7.2. Efecto del vino tinto y la quercetina sobre la citotoxicidad

Se ha descrito que el efecto citotdxico puede ser determinado por la reduccion de la
frecuencia de EPC con respecto a los ENC (Vallarino-Kelly y Morales-Ramirez, 2001)
en todos los tratamientos no se observaron modificaciones en las frecuencias de
EPC en las distintas horas de evaluacion. Los datos obtenidos concuerdan con lo
reportado por Edenharder et al. (2002 y 2003) y Mateos Nava (2007) quienes
administraron vino tinto y quercetina a ratones y no observaron cambios en la
relacion entre EPC y ENC. Es importante 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, también se pueden activar los mecanismos de

division celular enmascarando el efecto (Hayashi et al., 2000).
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CONCLUSIONES

La administracion de vino tinto diluido al 75% por via ad libitum de las
variedades Cabernet sauvignon, Merlot, Nebbiolo y Carménere a ratones de la
cepa CD-1 no modifica la frecuencia de MN, por lo que se puede decir que la
administracion de estas variedades de vino tinto bajo nuestras condiciones de

trabajo no presentan efectos genotoxicos.

El incremento marginal observado en la frecuencia de MN cuando se
administraron los tratamientos de vino tinto sin diluir por via sonda de las
variedades Cabernet sauvignon 1, Cabernet sauvignon 2 y Merlot, es debido a
un efecto indirecto causado por la via de administracion y tipo de tratamiento

(agudo), aunado el efecto genotoxico del etanol.

La quercetina presenta una dualidad mutageno/antimutageno, lo cual esta
relacionado con las dosis ya que la administracion de 100 mg/kg de quercetina
incrementd la frecuencia de MN (alrededor de uno), sin embargo la
administracion de 300 mg/kg de quercetina no incrementa la frecuencia de

MN de forma estadisticamente significativa.

La co-administracién de vino tinto de las variedades Cabernet sauvignonl,
Nebbiolo y Carménére con quercetina a ratones de la cepa CD-1 reduce la
frecuencia de MN, por lo que se puede decir que la administracion de estas
variedades de vino tinto bajo nuestras condiciones protegen del dafio

genotoxico inducido por 100 mg/kg de quercetina.
La administracion de vino tinto y quercetina no modifican las frecuencias de

EPC con respecto a los ENC, por lo que no se presento un efecto citotoxico

evaluado con este parametro.
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10. ANEXOS

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

A) NACIONALES

Evento: Xlll Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud, Universidad Auténoma
Metropolitana-lztapalapa, D.F., Celebrado del 1 al 3 de octubre de 2008.

Titulo de la ponencia: “ Efecto del tratamiento del vino tinto y de la quercetina, sobre del
vino tinto y de la quercetina, sobre la frecuencia de micronucleos en el raton in vivo.”

Autores: Guerrero Palomo Gabriela, Altamirano Lozano Mario y Garcia Rodriguez Maria del
Carmen.

Evento: IV Congreso de Investigacién, FES Zaragoza, UNAM. Iztapalapa, México D.F.,
Celebrado del 21 al 24 de octubre de 2008.

Titulo de la ponencia: “Estudios del efecto de componentes de la dieta sobre el dafio al
ADN inducido por el trioxido de cromo en el ratdn in vivo.”

Autores: Garcia Rodriguez, M. C., Vilches Larrea, R. E., Lépez Salinas G.V., Guerrero
Palomo, G., y Altamirano-Lozano, M.

Evento: IV Foro de Investigacion Escolar en Biologia (V Foro de Investigacion Formativa,
XXXIII Foro de Investigacion Escolar, XXVII Foro de Salidas Terminales), FES Zaragoza,
UNAM. Iztapalapa, México D.F., Celebrado del 12 al 16 de enero de 2009.

Titulo de la ponencia: “Estudio de los efectos de los pigmentos vegetales (clorofilina y
flavonoides) sobre el dafio al ADN inducido por el triéxido de cromo en el ratén in vivo.”
Autores: Garcia Rodriguez, M. C., Guerrero Palomo, G., Vilches Larrea, R. E., Lopez
Salinas G.V., y Altamirano-Lozano, M.

B) INTERNACIONALES

Evento: 3" International Congress, Food Science and Food Biotechnology in Developing
Countries, Querétaro, México, Celebrado del 14 al 17 de octubre de 2008.

Titulo de la ponencia: “Evaluation of DNA Damage of Red Wine and Red Wine Enriched
with Quercetin in the Mouse in vivo.”

Autores: Garcia-Rodriguez, M. C., Guerrero-Palomo, G. and Altamirano-Lozano, M.
Organizador : Asociacion Mexicana de la Ciencia de los Alimentos (AMECA) y La
Universidad Auténoma de Querétaro, Programa de Posgrado en Alimentos del Centro de la
Republica (PROPAC).

Evento: Il Congreso de Radicales Libres y Estrés Oxidativo de la SMB, en Taxco, Guerrero,
México. Celebrado del 31 de marzo al 3 de abril de 2009.

Titulo de la ponencia: “Effects of green tea and red wine and red wine enriched with
guercetin on DNA damage induced by trioxid chromium in mice in vivo.”

Autores: Garcia-Rodriguez, M. C., Vilches-Larrea, R. E, Guerrero-Palomo, G. and
Altamirano-Lozano, M.
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EFECTO DEL TRATAMIENTO DEL VINO TINTO Y DE LA QUERCETINA, SOBRE
LA FRECUENCIA DE MICRONUCLEOS EN EL RATON in vivo .

Guerrero Palomo Gabriela, Altamirano Lozano Mario y Garcia Rodriguez Maria del Carmen.
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, D.F.

El vino tinto es una bebida obtenida de la uva tinta, dentro de sus componentes se
han encontrado sustancias con propiedades antioxidantes tales como los polifenoles,
los que han sido descritos como benéficos para la salud, ya que previenen de
enfermedades cardiovasculares, algunos tipos de cancer y del dafio al ADN. Dentro
de los polifenoles, ha llamado la atencion la quercetina, por presentar un mayor
potencial antioxidante comparado con los otros componentes del vino tinto. En
estudios previamente realizados en nuestro laboratorio, se observéo que la
administracion ad limitum de vino tinto diluido al 75% durante una semana no
modificaba la frecuencia de micronucleos (MN) en sangre periférica de ratones de la
cepa CD-1, al igual que la administracion de una sola dosis de quercetina (625
mg/kg) via intraperitoneal (i.p.). Por lo que, en este trabajo se estudiaron los efectos
de la administracion del vino tinto y del vino tinto con quercetina, sobre la frecuencia
de MN en sangre periférica de raton in vivo, utilizando la técnica de naranja de
acridina (NA) de Hayashi, et al., 1991. Se emplearon ratones hembras de la cepa
CD-1, las cuales se mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas. Se
conformaron grupos de estudio de cinco hembras cada uno y se dividieron de la
siguiente manera: 1) Grupo Testigo, se le administré6 via sonda Unicamente el
vehiculo; 2) Grupo Vino, se les tratd via sonda por 2 dias cada 12 horas con una
dosis de 0.20 ml de vino tinto (Cabernet sauvignon) y 3) Grupo Vino-Quercetina, se
les administraron dosis de 0.20 ml de vino tinto (Cabernet sauvignon) via sonda por 2
dias, cada 12 horas y una dosis por via i.p. de 100 mg/kg peso corporal de
guercetina en el tercer dia después de iniciar los tratamientos del vino. En los
resultados obtenidos hasta el momento se ha observado que, al grupo que sélo se le
administro el vehiculo (testigo) no se le modifica la frecuencia de MN, mientras que,
en los grupos tratados con vino y con vino tinto-quercetina la frecuencia de MN se
incrementa alrededor de 2 MN por 1000 células (en las hora 48 y 72), lo cual si bien
no es un claro efecto sobre un posible dafio al ADN, comparado con agentes
genotdxicos como los compuestos del cromo o la ciclofosfamida, el increment6 es
considerable sobre todo si los polifenoles son antioxidantes que protegen al ADN del
estrés oxidativo. Estos resultados nos hacen suponer que, el dafio al ADN observado
es producido principalmente por el contenido del alcohol en el vino tinto, por lo que
se sugiere probar otros protocolos modificando las dosis y concentracion del vino
tinto.

Palabras clave: vino tinto, quercetina, micronucleos
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ESTUDIO DEL EFECTO DE COMPONENTES DE LA DIETA SOBRE EL DANO AL
ADN INDUCIDO POR EL TRIOXIDO DE CROMO EN EL RATON in vivo.

Garcia-Rodriguez, M.C., Vilches Larrea, R.E., Lopez Salinas, G.V., Guerrero Palomo G. y Altamirano
Lozano M. Unidad de Investigacion en Genética. Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.
D.F. maricar_67@yahoo.com

Las poblaciones humanas se encuentran expuestas a diversos agentes que pueden
alterar la integridad del ADN vy repercutir en la salud. En los ultimos afios se ha
incrementado el estudio de sustancias con propiedades antioxidantes, con fines de
buscar proteccion de dafio al ADN. El objetivo del presente trabajo consistio en
evaluar los efectos del té verde, el vino tinto y la clorofilina sobre el dafio al ADN
inducido por el tribxido de cromo (CrOgs). Se empleé la técnica de micronucleos (MN)
en sangre periférica de ratdén in vivo. Grupos de cinco ratones de la cepa CD-1
fueron tratados con agua, té verde y vino tino (por via intragéastrica), CrOgz y clorofilina
(por via intraperitoneal) y grupos combinados del té verde, vino tinto y la clorofilina
con el CrO3. Las muestras de sangre se tomaron de la vena caudal a las 0, 24, 48 y
72 horas después de los tratamientos. Se observo que; en los grupos testigo, té
verde y clorofilina no se modifica la frecuencia de MN, mientras que, en los grupos
tratados con el CrO3 y vino tinto se incrementa el numero de MN, siendo mas
significativo para el grupo CrOs, ya que el grupo de vino tinto solo se incremento
alrededor de dos MN, mientras que en el de CrO3; hasta 8 MN. En los grupos que se
combinaron los tratamientos se observo que, la clorofilina disminuye el efecto del
CrOs, sin embargo, el té verde no modifico el efecto inducido por el CrOs.

62



63




ESTUDIO DE LOS EFECTOS DE LOS PIGMENTOS VEGETALES
(CLOROFILINAY FLAVONOIDES) SOBRE EL DANO AL ADN INDUCIDO POR
EL TRIOXIDO DE CROMO EN EL RATON in vivo.

Garcia Rodriguez, M. C., Guerrero Palomo, G., Lopez Salinas G.V., Vilches Larrea, R. E. y
Altamirano-Lozano, M.

Las poblaciones humanas se encuentran expuestas a diversos agentes que pueden
alterar la integridad del ADN vy repercutir en la salud. En los dltimos afios se ha
incrementado el estudio de sustancias con propiedades antioxidantes, con fines de
buscar proteccion de dafio al ADN. El objetivo del presente trabajo consistio en
evaluar los efectos del té verde, el vino tinto y la clorofilina sobre el dafios al ADN
inducido por el tribxido de cromo (CrOs). Se empled la técnica de micronucleos (MN)
en sangre periférica de ratdén in vivo. Grupos de cinco ratones de la cepa CD-1
fueron tratados con agua, té verde y vino tino (por via intragastrica), CrO3 y clorofilina
(por via intraperitoneal) y grupos combinados del té verde, vino tinto y la clorofilina
con el CrOs;. Las muestras de sangre se tomaron de la vena caudal a las 0, 24, 48 y
72 horas después de los tratamientos. Se observé que; en los grupos testigo, té
verde y clorofilina no se modifica la frecuencia de MN, mientras que, en los grupos
tratados con el CrOs; Yy vino tinto se incrementa el nimero de MN, siendo mas
significativo para el grupo CrOs, ya que el grupo de vino tinto solo se incremento
alrededor de dos MN, mientras que en el de CrO3 hasta 8 MN. En los grupos que se
combinaron los tratamientos se observo que, la clorofilina disminuye el efecto del
CrOs3, sin embargo, el té verde no modifico el efecto inducido por el CrOs.
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Evaluation of DNA Damage of Red Wine and Red Wine Enriched with Quercetin
in the Mouse in vivo.

Garcia-Rodriguez, M. C., Guerrero-Palomo, G. and Altamirano-Lozano, M.
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, D.F.

A large body of literature has been devoted to studies describing the potential
anticancer activities of red wine polyphenols. In many instances, these effects can be
attributed to plausible biochemical mechanics including enhanced apoptosis, growth
arrest at one or more points in the cell cycle, inhibition of DNA synthesis, and
modulation of signal transduction pathways by altered expression of key enzymes
such as cyclooxygenases and protein kinases. Quercetin (flavone) has a wide
spectrum of anticancer properties including inhibition of the growth of cells derived
from human cancers such as those of stomach, colon, prostate and breast. The aim
of this study was to determine the effects of red wine and red wine enriched with
guercetin on DNA, evaluated by the analysis of micronuclei (MN) using the acridine
orange technique. Mice from CD-1 strain were treated with red wine and red wine
enriched with quercetin (polyphenols of red wine). Quercetin (100 mg/kg) was
administrated by intraperitoneal via and red wine was administrated two days by
gavage via (0.20 ml of red wine were administrated every 12 hours). Blood samples
were obtained from the tail vein. Results shown that the administration of red wine
and red wine enriched with quercetin, increase marginal the number of MN at 48 and
72 hours (one to two MN) after treatments, suggesting that red wine induce damage
to DNA, possible by its contain alcohol. On the other hand, the frequency of
polychromatic erythrocytes (PCE) was not modifying suggesting a non-cytotoxic
effect. New experiments are necessary to identify no effects of doses of red wine and
its mechanisms.

(Key words: red wine, quercetin, DNA damage, micronuclei)

66



Heu crfhe Fee Hodtccds 3
Oxadcztwe _Stmss brqm:h ef_ he

67




EFFECTS OF GREEN TEA AND RED WINE AND RED WINE ENRICHED WITH
QUERCETIN ON DNA DAMAGE INDUCED BY TRIOXID CHROMIUM IN MICE IN
VIVO.

Garcia-Rodriguez, M. C., Vilches-Larrea, R. E, Guerrero-Palomo, G. and Altamirano-Lozano, M.
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, D.F.

Epidemiological evidence indicates that a diet including phenolic compounds, may
decrease the incidence of diseases associated with DNA damage mediated by
reactive oxygen species (ROS). Green tea (Camellia sinensis) and red wine are of
the most common beverages worldwide consumed and contains more polyphenols,
especially catechins and quercetin. Chromium (VI) compounds induces DNA damage
by reactive oxygen species (ROS), during its reduction to Cr(lll). The aim of this study
was to determine the effects of green tea and red wine on DNA damage and its
effects on micronuclei induced by CrOs in vivo. Groups of five mice CD-1 strain were
treated as follows: Control group (administrated doses of vehicle by gavage); green
tea group (administrated four 0.25 ml doses, 1g of tea in 7 ml of boiling water, of
green tea by gavage); chromium group, which was treated by a single dose of CrO3
(20 mgl/kg) by intraperitoneal via; green tea-chromium group, which was treated by
four doses of green tea administered 48 hours before the application of CrOsg;
guercetin group, which was administrated by i.p. via 100 mg/kg and red wine group,
which administrated two days by gavage via 0.20 ml of red wine every 12 hours. DNA
damage was evaluated by the analysis of micronucleus (MN) using the acridine
orange technique. Blood samples were obtained from the tail vein at 0, 24, 48 and 72
h after treatment. Results showed that the administration of red wine and red wine
enriched with quercetin, increase the number of MN at 48 and 72 hours (from one to
two MN) after treatments, suggesting that red wine induces damage to DNA, possible
by its alcohol content. On the other hand, the administration of CrO; to mice
increased the MN frequency at 48 h. When green tea was administrated alone,
effects were not observed on MN number. When green tea was administrated
previously to the injection of CrO3, the number of MN tended to increase significantly,
suggesting that green tea does not protect the DNA damage induced by CrOs. It is
remarkable to note that at hours 24 and 48, the number of micronuclei increased
more than in the CrO3 group, which could be related to the synergic effect. On the
other hand, the frequency of polychromatic erythrocytes (PCE) was not-modifying,
suggesting a non-cytotoxic effect. It is necessary to perform new experiments using
other protocols with green tea and red wine.

(Key words: green tea, DNA damage, micronuclei, Chromium)
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