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Resumen

La exposicion a agentes mutagenos asi como el estilo de vida y deficiencias nutricionales,
incrementan la probabilidad de desarrollar enfermedades crénico-degenerativas
relacionadas con el dafio al ADN. En contra parte, en estudios epidemiolégicos se ha
observado que los componentes antioxidantes de las frutas y los vegetales son un factor
importante en la modulacién de algunas enfermedades relacionadas con el dafio al ADN y
algunos tipos de céancer. De hecho, se ha observado que algunas sustancias con
propiedades antimutagenas también presentan actividad como agentes anticancerigenos,
ya que los mecanismos de accion inhibitoria pueden estar relacionados. En el presente
estudio se evalu6 el efecto sobre el dafio genotoxico inducido por compuestos
cancerigenos [Cr (VI)], de sustancias componentes de la dieta que han sido identificadas
como antimutagenas tales como; el &cido ascérbico, el a-tocoferol y el B-caroteno, para lo
cual se empled el ensayo de MN en sangre periférica en ratones de la cepa CD-1. Grupos
de 5 ratones fueron tratados de la siguiente manera: a) Grupo testigo, solo se le
administro el vehiculo, b) Grupo testigo positivo, se le administro 20 mg/kg de CrO3 por
via i.p., ¢) Grupos de antioxidantes, se les administraron dosis Unicas de 100 mg/ kg de
acido ascorbico via i.p., 20 mg/kg de a-tocoferol , 50 mg/ kg de B-caroteno via oral (sonda
intragastrica) y 100-20 mg/kg de acido ascérbico-a-tocoferol y d) Grupos experimentales,
a los que se les administré el tratamiento de antioxidantes (100 mg/ kg de acido ascorbico
via i.p., 20 mg/kg de a-tocoferol , 50 mg/ kg de B-caroteno via oral (sonda intragastrica) y
100-20 mg/kg de acido ascorbico-a-tocoferol) y dos horas después el agente genotoxico
(20 mg/kg de CrO3). Muestras de sangre periférica fueron obtenidas de la vena caudal a
las horas 0, 24, 48 y 72 después de la aplicacion de los tratamientos y se analizaron bajo
un microscopio de fluorescencia para identificar la presencia de MN en EPC. Los
resultados obtenidos muestran que la administracion sola de antioxidantes no
incrementan las frecuencias de MN, si no por el contrario para el caso del acido ascérbico
se redujo la frecuencia basal de MN. La administracion del CrO3 incrementé la frecuencia
de MN de manera estadisticamente significativa, lo cual corroboré el dafio genotéxico de
los compuestos de Cr (VI). Cuando se combinaron los tratamientos de antioxidantes con
CrO; se observo que disminuy6 el dafio genotodxico inducido por el tratamiento de CrO3,
ya que se presentd una disminucién en las frecuencias de MN (hora 48) en el siguiente
orden: acido ascorbico (57%) > a-tocoferol (48%) > B-caroteno (25%). Esto puede estar
relacionado con el potencial de los tratamientos antioxidantes para neutralizar las ERO’s y
RL generados por la reduccién del Cr (VI) a Cr (lll). Cuando se combinaron los
tratamientos de B-caroteno y CrO3 se presentd un efecto dual, ya que a las 24 y 48 horas
se disminuyeron las frecuencias de MN, pero a las 72 horas se incrementaron, lo que
sugiere efecto anti y prooxidante del B-caroteno. La administracion del acido ascorbico-o-
tocoferol previo a la administracion del CrO3 no incremento la proteccion observada en
comparacion con la administracion independiente de cada uno de los tratamientos.
Finalmente, la administracion de los tratamientos antioxidantes y CrOz; no modificaron las
frecuencias de EPC con respecto a los ENC, por lo que no presentan efectos citotoxicos
evaluados con este parametro.
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1. INTRODUCCION

1.1 Antimutagénesis

El término “antimutagénesis” se refiere al proceso mediante el cual se reduce la
frecuencia de mutaciones espontaneas o inducidas (Kada, 1984). Los antimutagenos
pueden ser agrupados en agentes bloqueadores, los cuales impiden que los mutagenos
lleguen o reaccionen con los érganos blanco y en agentes supresores, que previenen la
evolucion de los procesos mutagénicos (Wattenberg, 1981). Se ha descrito que dentro de
los mecanismos de antimutagénesis se pueden encontrar:

a) Desmutagénesis; comprende a la actividad que se presenta en el organismo para
excretar los agentes mutagénicos, desactivarlos ya sea por medio de mecanismos
fisicos o quimicos, inhibir su activacion enzimética y la entrada de estos a la
célula, asi como impedir la formacion endégena.

b) Bioantimutagénesis; consisten en disminuir la frecuencia de mutaciones, mediante
la reparacién del ADN, inhibicién y control de la replicacion celular y el control de la
expresion génica (Kada et al., 1982; De Flora, 1998).

1.2. Principales fuentes de agentes antimutagénos

La dieta es reconocida como un factor importante en la modulacién de distintas
enfermedades relacionadas con el dafio al ADN. En estudios epidemiologicos y
experimentales se ha mostrado que algunas plantas comestibles 0 sus componentes
presentan actividad como antimutagenos y tienen efectos protectores en la
carcinogénesis humana (Surh y Ferguson, 2003). Dentro de los componentes vegetales
con mayor actividad se encuentran algunos pigmentos como la clorofila y sus sales, los
flavonoides y los B-carotenos, asi como las vitaminas C (acido ascorbico) y la vitamina E
(tocoferoles y tocotrienoles) (Konopacka, 1998; Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano,
2001).

Particularmente, se ha observado en poblaciones del mediterraneo que llevan una dieta a
base de aceite de oliva, pescado, frutas, verduras y vino tinto, que presentan alrededor de
un 50% menos en la incidencia de enfermedades cardiovasculares y cancer en
comparacion con las poblaciones occidentales o las que no llevan este tipo de dieta. La
disminucion de este tipo de enfermedades se le ha atribuido principalmente a los
componentes antioxidantes de las mismas; como lo son las vitaminas C (&cido ascoérbico)
y E (a-tocoferoles y tocotrienoles) y a los flavonoides (principalmente las catequinas). Se



ha encontrado que los vegetales oscuros (hojas de color verde y amarillo / naranja de
frutas y verduras) presentan una mayor concentracién de vitaminas asi como de los
precursores de las vitaminas y de flavonoides. También, se han observado una
disminucion de algunos tipos de cancer en las poblaciones asiaticas, que se le ha
asociado al consumo de soya, té verde, ajo y ginseng entre otros (Lindsay y Astley, 2002;
Surh, 2003).

1.3. Antioxidantes en la dieta

Se ha propuesto como principal via de proteccion de los componentes de la dieta a la
actividad antioxidante ya que al interaccionar con los radicales libres evitan que darie el
material genético. El 4cido ascorbico, el a-tocoferol y los B-carotenos se encuentran en
diversos alimentos vegetales y han mostrado un alto potencial antioxidante (Gonzales-
Torres et al., 2000).

Los antioxidantes son sustancias que, a bajas concentraciones retrasan o inhiben la
oxidacion celular, pueden ser sintetizados por la célula (endégenos) o provienen de la
dieta (exégenos). La proteccion antioxidante comprende no solo la captura de radicales
libres, sino también previene su formacion, inhibe su propagacion y estimula los procesos
de reparacion celular. En el caso de los antioxidantes exdgenos también pueden estimular
los mecanismos antioxidantes enddgenos. Los mecanismos antioxidantes evitan la
alteracion de lipidos y proteinas ademas disminuyen la tasa de mutacion en las células, a
través de dos vias: disminucién de los dafios oxidantes al ADN y la disminucién en la tasa
de divisiones celulares (Gonzales-Torres et al., 2000).

Enfermedades degenerativas como el cancer se han relacionado al estrés oxidante, por lo
gue el estudio de los componentes antioxidantes en la dieta, ha surgido con grandes
expectativas en la actualidad (Serrano et al., 1991).

1.4. Acido ascérbico

El acido ascorbico (CeHsOs) es una vitamina hidrosoluble con un alto potencial
antioxidante. Debido a que los humanos no podemos sintetizarlo, se obtiene con la
ingesta de frutas y verduras entre los que destacan por su alto contenido: el chile poblano,
el pimiento verde, el brécoli, el nopal, el tomatillo, la guayaba, el mango y los citricos
(Padayatty et al., 2003).

La ingesta recomendada de &cido ascorbico para personas sanas es de 75 a 90 mg/dia,
lo cual puede obtenerse con el consumo de cinco porciones de frutas o verduras (200mg/
kg), estos requerimientos aumentan en caso de embarazo, intensa actividad fisica,



tabaquismo y en estados patoldégico Una dieta deficiente en este nutrimento ocasiona
escorbuto (Cadenas y Packer, 2002; Lee, 2009).

El 4cido ascoérbico se absorbe en el intestino delgado en un 90% mediante trasporte
activo dependiente de sodio, este proceso es saturable y dosis-dependiente. Tanto
el 4cido ascorbico como su forma oxidada el &cido dehidroascérbico se trasportan en el
plasma y se distribuyen a todos los tejidos, particularmente a los tejidos glandulares,
al cristalino y los leucocitos. Al igual que en el intestino el paso del acido ascoérbico
al citosol se realiza mediante trasporte activo por los transportadores especificos SVTC
(sodium- dependet vitamin C trasporter) y los transportadores de glucosa GLUTs. En
el interior de la célula el acido dehidroascorbico, se reduce a &cido ascoérbico en
presencia de glutatiéon (GSH). Una parte del acido ascérbico que no captan los tejido se
reabsorbe en el rifién, el resto se excreta en la orina al igual que el acido
dehidroascorbico que no pudo ser reducido por el GSH (Oro y Donnamaria, 2006; Serra y
Cefaro, 2007).

La mayoria de las funciones fisiolégicas del acido ascérbico dependen de su potencial de
oxido reduccion. En la biosintesis de colageno, carnitina, y neurotransmisores como
la neuroadrenalina y la serotonina, asi como en el metabolismo de la tirosina actia como
un cofactor de las enzimas hidroxilasas y oxigenasas, manteniendo los iones metalicos
en el centro activo de estas enzimas en su forma reducida (Konigsberg, 2008). Otra de
sus principales funciones es reducir el hiero no hémico a su forma férrica para favorecer
su absorcion intestinal. Por otra parte aumenta: la actividad de los linfocitos, la produccién
de interferon y la integridad de las membranas mucosas; funciones por las cuales se
le considera benéfico en procesos infecciosos y de catarro comun. Finalmente una de
las funciones del &cido ascérbico a la que se les ha dado mayor importancia en la
actualidad, es la antioxidante (FAO/ WHO, 2001).

Se ha propuesto como mecanismo antioxidante del acido ascoérbico, la neutralizacion
en fase acuosa de las especies reactivas, asi como la regeneracién de otros antioxidantes
como el a-tocoferol, glutatién, &cido urico y B-carotenos. Tanto el &cido ascorbico y como
el ascorbato (forma aniénica del acido ascérbico) puede donar sus electrones a
especies reactivas potencialmente dafiinas para neutralizarlas, como producto de esta
interaccion se forma el radical ascorbilo (A®). EI A®* es una molécula radical de baja
reactividad, debido a que su electron desapareado se encuentra estabilizado por
resonancia y a su capacidad para regenerarse hasta formar nuevamente &cido
ascorbico o donar un segundo electrén y formar &cido dehidroascorbico (DHA). La
molécula de DHA puede reducirse y formar nuevamente acido ascorbico, por reaccion
directa libre de enzimas o a través de la accion de las enzimas NADH y GSH (Konigsberg,
2008).
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Fig. 1. Regeneracion del ascorbato (Tomada de Konigsberg, 2008).

El acido ascorbico fue descubierto por Haworth y Szent-Gyorgyi en 1937, desde entonces
se han investigado sus posibles beneficios en la prevencién y tratamiento de
enfermedades como la influenza, el alzheimer, la esclerosis mdltiple, la diabetes, la
hipertensién, el asma, el glaucoma, las cataratas y algunos tipos de cancer (Oro y
Donnamaria, 2006).

En los primeros estudios que se realizaron para evaluar el acido ascorbico como
tratamiento experimental de cancer se observo que suplementos de altas dosis de acido
ascorbico aumentan la supervivencia en pacientes con cancer terminal (Cameron y
Pauling, 1976), a parir de este planteamiento, muchos estudios posteriores evaluaron el
efecto anticancerigeno de la suplementacion con &cido ascoérbico, sin embrago
actualmente se ha descrito que la administracion por via oral no es suficiente para
producir concentraciones farmacoldgicas suficientes en el plasma lo que ha causado
discrepancia en los resultados de estos trabajos (Lee, 2009).

La FDA en el 2007 aprob6 un ensayo de toxicidad fase | para determinar las dosis
seguras de acido ascorbico (via intravenosa), como posible tratamiento para el cancer en
pacientes que han agotado otros tratamientos convencionales. Actualmente distintas
lineas de investigacion apoyan la hipotesis, de que dosis altas de &acido ascorbico
administradas via intravenosa son benéficas en el tratamiento del cancer debido a sus
propiedades antioxidantes y a que tienen efectos adversos minimos. Entre los dltimos
hallazgos sobre la actividad antineoplasica del acido ascorbico, estan los reportados por
Chen et al. (2008) quienes observaron que la inyeccion directa de altas dosis de este
antioxidante reduce en un 50 % el peso y crecimiento de tumores en modelos de ratones
con cancer de ovario, cerebro y pancreas (Chen et al., 2008; Padayatty et al., 2010).

Otras area de investigacion han mostrado en modelos animales que el acido ascérbico
optimiza los sistemas enzimaticos hepaticos para la desintoxicacion de metales pesados y
gue forma complejos con estos metales que son mas faciles de excretar (Flora y Tandon,
1986; Houston y Johnson, 2000). Por su parte, en estudios bioquimicos, clinicos y
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epidemioldgicos se ha observado que el acido ascoérbico puede prevenir el dafio genético
causado por diferentes agentes mugatenos, debido a su capacidad para neutralizar
especies reactivas (ER’s) y prevenir la formacion de metabolitos tdéxicos (Konopacka y
Rzeszowska, 2001; Muruguesan et al., 2005).

La mayoria de los trabajos experimentales en relacion con el &cido ascorbico atribuyen los
efectos benéficos encontrados en distintos modelos experimentales, a sus propiedades
como antioxidante, sin embargo este mecanismo aun no ha sido claramente descrito. A
pesar de que la investigacion de las propiedades terapéuticas del 4cido ascoérbico sigue
en proceso, se consumen una amplia variedad de suplementos de este antioxidante,
como complementario en el tratamiento del resfriado comun e infecciones, en la curacion
y cicatrizacion de heridas, fracturas y quemaduras, e incluso se ha implementado como
una practica médica comun la administracion de acido ascoérbico (500 mg) durante 10 dias
después de una cirugia para optimizar el proceso de cicatrizacion (Padayatty et al., 2010).
La utilizacion del acido ascorbico tanto en la medicina tradicional como en tratamientos
experimentales, se debe en gran parte a que no se han observado efecto adversos
aparentes Actualmente la dosis segura tolerable de acido ascorbico se considera de 1000
mg diarios (Oro y Donnamaria, 2006).

1.5. o tocoferol

El a-tocoferol es el principal antioxidante de la fase lipidica y se encuentra principalmente
en aceites vegetales (soja, maiz, algodon y girasol), partes verdes de las plantas asi como
en el tejido adiposo de los animales (Sayago et al., 2007). Para la poblacion mexicana se
sugiere una ingesta diaria de 15 mg/dia (Konigsberg, 2008).

El a-tocoferol es la forma mas activa biolégicamente de los tocoferoles y tocotrienoles
(vitamina E) los cuales se caracterizan por tener en su estructura quimica un nucleo
heterociclico oxigenado, un nucleo cromano, un grupo OH, ademéas de grupos metilo y
una cadena lateral de origen terpénico. El a-tocoferol se encuentra principalmente en las
membranas celulares y en las lipoproteinas plasmaticas, a diferencia de la mayor parte de
las vitaminas, no reacciona acoplado a una enzima, sino a través de su sitio activo -OH,
en la posicion 6 del anillo cromano (Gliszczynska-Swiglo y Sikorska, 2004).

Los tocoferoles y tocotrienoles participan en la estabilizacion de las membranas, la
agregacion plaquetaria, y la hemdlisis. Se ha descrito que participa como “regulador
genético” a nivel del ARNm y que podria tener consecuencias en la regulacion de
transcripciébn de genes, traduccion de proteinas y estabilidad proteica (Gliszczynska-
Swiglo y Sikorska, 2004). Sin embargo su principal funcion es la defensa celular
(especialmente globulos rojos, células musculares y células nerviosas) frente a los efectos
nocivos producidos por radicales libres (Gerald y Combs, 1992).



El a-tocoferol elimina los RL solubles en lipidos que causan dafio oxidante en la
membrana celular, la cual, de forma progresiva puede ocasionar patologias cardiacas y
cancer (Sayago et al, 2007).

Los tocoferoles interrumpen la autoxidacion lipidica mediante la donacion de un hidrogeno
al radical peroxilo (ROQ?®) y se trasforman en el radical a-tocoferoxil (a-TO¢) cuyo electrén
desapareado se estabiliza por deslocalizacion electrénica, sin la posibilidad de abstraer
hidrogeno de moléculas lipidicas estables y continuar la reaccion en cadena de la
lipoperoxidacion. El a-tocoferol también elimina radicales triclorometil (*CCls), hidroxilo
(*OH), superdxido (0,") y oxigeno singulete (*O,) (Konigsberg, 2008).

Los tocoferoles y tocotrienoles fueron descubiertos por Evans en 1922, quien nombro a
este grupo de sustancias como vitamina E. Posteriormente establecié que el a-tocoferol
es la forma de esta vitamina mas abundante en el organismo humano y con mayor
actividad bioldgica. Distintos estudios desde la década de los 70 han propuesto que el a-
tocoferol tiene la capacidad de actuar como un agente terapéutico debido a sus
propiedades antioxidantes, particularmente en pacientes con enfermedades
cardiovasculares (Blé-Castillo et al, 2007). Gilllan et al. (1977) describieron que
suplementos de 1600 Ul (un miligramo de a-tocoferol equivale a 1.5 Ul) al dia en
pacientes con enfermedad cardiovascular, disminuye la incidencia de infartos, al igual que
Meydani et al. (1998) quienes administraron suplementos de 800 Ul al dia. Por otra parte
se ha descrito que los tocoferoles puede reducir las lesiones ateroscleréticas, en distintos
modelos animales (Verlangieri y Bush, 1992; Pratico et al., 1998).

La suplementacion con a-tocoferol también se ha relacionado con la prevencién y
tratamiento de cancer. En estudios in vitro se ha descrito que los tocoferoles,
particularmente el a-tocoferol, puede inducir apoptosis en la células tumorales (Prasad y
Edwards-Prasad, 1982). Sin embrago en estudios como tratamiento experimental
anticancerigeno en humanos, se han observado resultados contradictorios (Konigsberg,
2008). Muchos aspectos sobre los mecanismo de accidn intracelular por los cuales actian
los tocoferoles y tocotrienoles se desconocen (Blé-Castillo et al., 2007).

1.6. B-caroteno

El B-caroteno es un carotenoide liposoluble precursor de la vitamina A. En los animales
se incorpora al organismo a través de la dieta y se almacena en el tejido adiposo e
higado. Es necesario para el crecimiento 0seo, para la funcion ovérica y testicular, el
desarrollo embrionario, la regulacion del crecimiento y la diferenciacion de los tejidos
epiteliales. Cuando el 3-caroteno se fija en la piel, la protege de los rayos solares y ayuda
a disminuir manchas que se originan en el proceso de envejecimiento (Graham y Rosser,
2000).



El mayor aporte de B-caroteno, se obtiene al consumir vegetales como: la zanahoria y el
pimiento rojo en los que aporta coloracion roja-amarilla y otros como las espinacas y la
calabaza. Aungque no ha sido establecida una ingesta recomendada se sugiere consumir
un minimo de 6 mg/dia, lo que se obtiene consumiendo 5 porciones diarias de frutas y
vegetales. Los suplementos de -caroteno regularmente consiste en 15 mg/dia, aunque
no se consideran necesarios (National Cancer Institute, 2010).

Estructuralmente los carotenos son hidrocarburos formados por cadenas poliisoprenoides,
casi siempre de 40 carbonos con un complejo sistema de dobles ligaduras conjugadas. El
B-caroteno ha sido el carotenoide mas investigado como quimiopreventivo, antimutageno
y un agente protector del foto-envejecimiento de la piel. Aunque existen algunos datos
inconsistentes que le confieren actividad prooxidativa (Shu-Lan et al., 2004).

Los carotenoides protegen a las células del estrés oxidante al actuar como foto
protectores y como moléculas reactivas en la membrana celular contra especies quimicas
oxidantes generadas dentro de la célula. También, los carotenoides tienen la capacidad
como agentes fotosensibles al suprimir al oxigeno singulete generado intracelularmente
en las células mediante la absorcion de energia. Se ha observado que los carotenoides
pueden actuar como agentes reactivos, ya que incorporan los radicales libres a su
sistema de dobles enlaces conjugados, de modo que el electrén desapareado forma un
radical dentro del carotenoide que se estabiliza en la estructura del mismo por resonancia.
En B-caroteno neutraliza radicales peréxido, siempre y cuando se mantengan bajas las
presiones parciales de O2. Si la presion es alta prosigue el proceso oxidante, actuando en
este caso como prooxidante. Por tanto, segin cuales sean las caracteristicas fisioldgicas
actuara de antioxidante o prooxidante. Particularmente con las especies reactivas de
oxigeno, los carotenoides pueden reaccionar con ellas, por trasferencia de un electrén,
remocion de iones hidrogeno y adicién de especies reactivas (Konigsberg, 2008).

Un gran numero de estudios epidemioldgicos sugieren que los nutrientes reguladores del
estrés oxidante, como el B-caroteno tienen un efecto protector contra alteraciones
genéticas y desarrollo de cancer inducido por quimicos carcinogénicos (Salvadori et al.,
1992). La estructura del B-caroteno fue determinada por Paul Karrer (1930). Desde su
descubrimiento, numerosos estudios han mostrado que este antioxidante es el
carotenoide mas abundante en la naturaleza y el de mayor actividad bioldgica en los
humanos, por lo que distintas lineas de investigacion han tratado de describir el efecto del
B-caroteno en la salud, particularmente por sus caracteristicas antioxidantes en la
incidencia de cancer y enfermedades cardiacas.

La mayoria de los estudios realizados para determinar las propiedades terapéuticas del -
caroteno, estan relacionados con la prevencién y tratamiento del cancer. En modelos
animales se ha descrito que el B-caroteno puede inhibir el crecimiento de células
tumorales, asi como la progresién de la carcinogénesis tanto in vivo como in vitro (Edes et
al., 1989; De Flora et al., 1999). Por otra parte estudios observacionales en humanos,
indican que las personas que ingieren dietas con alto contenido en antioxidantes, como el
B-caroteno presentan menor riesgo de desarrollar enfermedades degenerativas como el
cancer (G van Poppel y Goldbohm, 1995; Patrick, 2000).



En ensayos clinicos se ha se observado que la administracion de dosis altas de
B-caroteno (20-50 mg) administradas en poblaciones con alto riesgo de padecer cancer
esofagico y géstrico, disminuye el indice de mortalidad (Blot et al., 1993) de la misma
manera que en pacientes con cancer de piel (Greenberg et al. 1990). Sin embargo,
en estudios posteriores se observo un incremento en la incidencia de cancer de pulmén
en individuos fumadores que habian sido tratados crénicamente con [(-caroteno, lo
cual provoco la suspensién del tratamiento (Virtamo et al.,, 2003). Actualmente se ha
descrito que el B-caroteno presenta efectos adversos solo se en individuos fumadores
debido a que componentes del tabaco inducen la oxidacién del caroteno (Palozza et al.,
2006).

Los resultados de la investigacion del B-caroteno como tratamiento experimental de
cancer, son contradictorios hasta el momento y no han podido determinarse
los mecanismo de accién de este antioxidante, por lo cual la suplementaciéon con
B-caroteno no se utiliza con fines terapéuticos, si no experimentales (Navarro et al.,
2008).

1.7. Estrés oxidante

El estrés oxidante es un desequilibrio bioquimico propiciado por la produccién excesiva de
especies reactivas y radicales libres que no puede ser contrarrestado por los sistemas
antioxidantes. El estrés oxidante se presenta en diversos estados patolégicos en los
cuales se altera la funcidon celular, contribuyendo o retroalimentando el desarrollo de
enfermedades crénico-degenerativas como el alzheimer, la esclerosis mdltiple, la
diabetes, la hipertension, el asma, el glaucoma, las cataratas y algunos tipos de cancer
(Gutteridge y Helliwell, 1999).

1.7.1. Radicales libres y especies reactivas

Los radicales libres (RL) son especies quimicas que contienen un electron (e7) no
apareado en su Orbita externa, ésta caracteristica los hace sumamente reactivos y
capaces de provocar una reaccién en cadena que causa dafio oxidante, desde células
hasta tejidos. Las especies reactivas (ER) por otra parte incluyen radicales y no radicales;
puede haberlas de oxigeno (ERO’s), de hierro (ERI’s), de cobre (ERC’s) y de nitrégeno
(ERN’s). Estas moléculas poseen al menos un electrén de mayor contenido energético
que el correspondiente en su estado fundamental, lo que las hace moléculas oxidantes
que pueden generar radicales libres. Las ER se forman como productos metabdlicos de
los RL, aungue no todas tienen ese origen (Ramos et al., 2006).



1.7.2. Dafio oxidante al ADN

Se ha mostrado que el estrés oxidante genera dafio directamente al ADN y indirectamente
mediante alteraciones en los componentes celulares que se encuentran relacionados con
la funcionalidad de los cromosomas. La acumulacion del dafio al material genético puede
llegar a ocasionar progresion descontrolada del ciclo celular, lo cual puede contribuir a la
generacién de neoplasias (Ward, 1985).

Uno de los componentes de la molécula de ADN susceptible a ser dafiado por radicales
libres es la desoxirribosa especialmente por el radical hidroxilo (*OH) al ser oxidada se
induce el rompimiento del enlace entre esta y el grupo fosfato del siguiente nucledétido,
mecanismo mediante el cual se generan rompimientos de cadena sencilla. Cuando la
cantidad de estos es numerosa y se encuentran muy préximos en la cadena de ADN,
conducen a la formacion de rompimientos de cadena doble, los que pueden provocar
dafio permanente al material genético. En consecuencia del estrés oxidante también se
modifican las bases nitrogenadas del ADN. El tipo predominante de alteracion que genera
son las substituciones y con menor frecuencia deleciones. Las substituciones
generalmente involucran al par guanina-citocina, cuando el oxigeno reacciona con la
guanina la elimina del ADN, lo que provoca la formacion de rompimientos de cadena
sencilla, o bien genera zonas sensibles a rompimientos (Gonzalez-Torres et al., 2000).

1.8. Genotoxicidad

El concepto genotoxicidad se refiere a cualquier tipo de dafio causado sobre el material
genético. La exposicion a agentes mutagénicos, incrementa el grado de mutaciones en
células de la linea germinal, lo que origina problemas reproductivos y enfermedades
genéticas en la descendencia, o bien en células somaticas, lo cual es un factor que
aumenta el riesgo de enfermedades cronicas y degenerativas asi como procesos
carcinogénicos (Arencibia et al., 2009).

La probabilidad de que una determinada sustancia cause un dafio genético depende
del nivel de exposicion, la distribucién y retencion, asi como de la eficiencia de
los sistemas de activacion metabdlica, de detoxificacion y la reactividad de la sustancia
con macromoléculas de las células. Sin embargo existe el riesgo de que la interaccion
de una molécula genotéxica con el ADN pueda dar lugar a la formaciéon de una lesién
premutagena 0 precancerigena ya que una vez establecido el efecto producido
sobre el material genético es irreversible y acumulativo (Abrevaya, 2008; Arencibia et al.,
2009).



1.8.1. Evaluacién de dafio genotdxico

La exposicion de las poblaciones humanas a diferentes agentes xenobiodticos, ha
generado un considerable interés por las sustancias inductoras de dafio mutagénico. Las
pruebas de genotoxicidad no solo son indispensables para evaluar agentes genotoxicos y
sus mecanismos inductores, si no también sustancias con propiedades protectoras o
moduladoras de dafio al ADN (Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano 2007).

La “International Conference on Harmonization (ICH) y otras agencias reguladoras como:
La Food and Drug Administration (FDA), la International Agency for Research on Cancer
(IARC) y la Environmental Protection Agency (EPA), establecieron la realizacion de tres
pruebas como predictivos de potencial genotéxico que son: 1) prueba de mutaciéon en
bacterias (AMES), 2) prueba de aberraciones cromosomicas y 3) evaluacién de
microndcleos (MN) (Miller et al., 1998).

1.8.2. Micronucleos

El ensayo de MN ha sido recomendado como bateria de prueba para la evaluacion
genotoxica en la “International Conference on Harmonization (ICH) of Genotoxicity
Guidelines”, asi como otras agencias reguladoras tales como la “Environmental Protection
Agency” (EPA), la “Food and Drug Administration” (FDA) y la “International Agency for
Research on Cancer” (IARC). El propésito del ensayo es identificar sustancias que causan
dafio citogenético, originado por clastogénesis o aneuploidogéneis (Miiller et al., 1998;
Hayashi et al., 2000). La técnica de MN fue desarrollada por Schmid y Boller en 1970, y
es utilizada como ensayo de corto plazo. Detecta dafio citogenético asociado con la
frecuencia de AC, evalla el dafio en cromosomas enteros o en fragmentos y también
puede identificar dafio citotoxico (Von Ledebur y Schmid, 1973; Hayashi et al., 2000). Los
MN son pequeiios cuerpos de cromatina que se originan de fragmentos de cromosomas o
cromosomas completos, que no son incorporados dentro del nicleo después de la
mitosis, por lo que se identifican en el citoplasma como pequefios nlcleos adicionales
(Von Ledebur y Schmid, 1973).

Los MN tienen su origen en alguno de los siguientes eventos:

a) Aberraciones cromosémicas que conllevan a la formaciéon de fragmentos acéntricos
(dafio clastégeno).

b) Dafio a nivel de las proteinas involucradas, directa o indirectamente, en la segregacion
de cromosomas, esto incluye inhibiciéon en el ensamble o desensamble de microtubulos,
remocién de cinetocoros, dafios al centriolo, centromero inactivado, entre otros (dafio
aneuploidégeno).

c) Recientemente, se ha sugerido que también pueden provenir de procesos de
amplificacién génica (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders et al., 2003).La evaluacion de
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MN es un ensayo in vivo que se realiza en cualquier tejido que este en proliferacion,
puede ser en medula dsea o en eritrocitos de sangre periférica de animales donde el bazo
no elimine eritrocitos micronucleados (FDA, 2000).

Cuando los eritrocitos policromaticos, también llamados “jévenes” (EPC) son expulsados
de la medula 6sea, el nucleo queda extruido y si un MN se ha formado permanece en el
citoplasma, estos eritrocitos aun contiene ARN y son basofilos lo que los diferencia
facilmente de eritrocitos normocromaticos, también llamados “maduros” (ENC) en los que
se ha degradado el ARN y son acidofilos. La visualizacion de los EPC con micronucleos
es facil si se utiliza alguna técnica de tincibon como May-Grinwald, Giemsa 0 naranja de
acridina (NA) (Hayashi et al., 1990).

El ensayo de MN se utiliza en estudios a corto plazo por la rapidez y sencillez de la
técnica para detectar dafio clastégeno y aneuploidégeno e incluso dafio citotéxico.
Agencias reguladoras como la FDA han propuesto que sean considerados como agentes
genotoéxicos, aquellos compuestos que incrementen la frecuencia de MN en un 0.4 % (4
MN en 1000 EPC) con respecto a su grupo testigo (Kim et al., 2000).

1.9. Metales como inductores de dafio genotoxico

Entre los agentes que se han detectado como altamente genotdxicos se encuentran los
metales pesados, los cuales son agentes quimicos que salvo algunas excepciones
presentan una densidad igual o mayor a 5 g/cm3. Entre los principales metales pesados
catalogados como téxicos estan el cromo, el arsénico, el cobalto, el niquel, el cobre, el
zinc, cadmio, mercurio, titanio, selenio y plomo (EPA, 1998).

El mecanismo de accion téxica fundamental de los metales ocurre a nivel de la
membrana celular, donde afectan tanto los fenémenos de permeabilidad, como el
funcionamiento normal de las enzimas implicadas en el transporte. La gravedad toxica de
estos elementos se debe a su capacidad de bioacumularse y a la facilidad con que
reaccionan con moléculas organicas. Especificamente con sus grupos sulfidrilo, radicales
amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo. El resultado de estas uniones ocasiona
principalmente alteracion metabdlica, incremento de estrés oxidante y genotoxicidad
(Navarro-Avifié, et al., 2007).

El estudio de toxicidad y del comportamiento oxidante de los metales pesados en las
células esta determinado por la reaccion quimica de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss, en
las que participan las ERO’s: O,°y H,O, (Navarro-Avifié, et al., 2007).
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1.9.1. Compuestos de Cr (VI)

El cromo presenta distintos estados de oxidacién, que van del 3+ al 6+. En las
aplicaciones industriales se utilizan principalmente los compuestos de cromo (VI), debido
a sus propiedades &cidas y oxidantes en procesos de cromado, pigmentos, ferrocromos,
curtido de cuero y soldaduras (EPA, 1998).

Se ha encontrado que los compuestos de Cr (VI) tienen actividad genotdxica y
cancerigena. La exposicién a los compuestos de Cr (VI) también se puede dar por agua,
suelo y alimentos contaminados, asi como al contacto con el humo de cigarro (O"Brien et
al., 2003). Se ha demostrado que el Cr (VI) atraviesa la membrana celular, dentro de esta
se reduce rapidamente por la interaccion con moléculas citoplasmaticas a cromo (V),( 1V)
y (lll) los cuales tienen gran afinidad con las bases y fosfatos de la cadena de ADN,
ademas de generar radicales libres, principalmente hidroxilo los cuales pueden inducir
aductos en la cadena de ADN, asi como entrecruzamientos e interaccion con proteinas
(Fig.2), aspectos que tienen efecto mutageno y cancerigeno ( O Brien et al., 2003; Valko
et al., 2006).
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(Tomada de Pereyra 2010 y modificada de O’Brien et al.,

2003).
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2. JUSTIFICACION

La exposicion de las poblaciones humanas a diferentes agentes xenobiéticos ha generado
un considerable interés en el uso de suplementos dietéticos particularmente derivados de
plantas debido a que se ha mostrado que existe una relacion inversamente proporcional
entre el consumo de vegetales y la incidencia de enfermedades degenerativa como lo es
el cancer. El estudio de sustancias con propiedades protectoras o0 moduladoras del dafio
al ADN, surge como una opcion complementaria a los estudios de genotoxicidad, ya que
al conocer los mecanismos de proteccion se puede generar alternativas para contrarrestar
los efectos de los agentes inductores de dafio genotoxico. Dentro de los componentes
vegetales con mayor actividad se encuentran algunos pigmentos como la clorofila y sus
sales, los flavonoides y los B-carotenos, asi como las vitaminas C (&cido ascorbico) y E
(tocoferoles y tocotrienoles) (Konopacka et al., 1998; Garcia-Rodriguez y Altamirano-
Lozano 2001). En contra parte, se ha mostrado que los compuestos de Cr (VI) son
capaces de atravesar la membrana celular in vivo y generar dafio al ADN mediante la
generacién de especies reactivas de oxigeno. Los compuestas de Cr se utilizan
ampliamente en la industria por lo que la exposicion a estos compuestos se da tanto de
manera ocupacional como por la contaminacién generada por el mal manejo de los
desechos industriales (O'Brien et al., 2003). De ahi, que resulta de interés estudiar
sustancias con propiedades antioxidantes como el 4cido ascorbico, el a- tocoferol y el B-
caroteno al ser administradas previamente a la exposicién de compuestos de Cr(VI) con la
finalidad de plantear estrategias de proteccion o modulaciéon del dafio al ADN.

3. HIPOTESIS

Se ha mostrado en diversos estudios la capacidad antioxidante que presentan algunos
componentes de las frutas y vegetales verdes como los B-carotenos, el acido ascoérbico y
el alfa-tocoferol. Por otra parte los compuestos de Cr (VI) son capaces de atravesar la
membrana celular y reducirse hasta Cr (lll) liberando especies reactivas de oxigeno que
pueden generar radicales libres e interaccionar con el ADN. Particularmente, se ha
observado que la administracién de CrO; a ratones induce MN. Entonces, en el presente
estudio se espera que la administracion previa de antioxidantes como el acido ascorbico,
el a-tocoferol y los B-carotenos a ratones tratados con CrOj, disminuya el dafio al ADN
mediante la reduccién de la frecuencia de MN.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general:

Evaluacién del efecto del &acido ascorbico, a-tocoferol y B-caroteno sobre el dafio
genotoxico inducido por compuestos de Cr (VI), mediante la cuantificacion de las
frecuencias de MN en sangre periférica en ratones hembra de la cepa CD-1.

4.2. Objetivos particulares:

o Establecer las dosis no genotéxicas de acido ascoérbico, a-tocoferol y B-caroteno,
mediante la evaluaciéon de induccion de MN en sangre periférica de ratones
hembras de la cepa CD-1.

e Establecer la cinética de induccion de MN del acido ascorbico, a-tocoferol y B-
caroteno, mediante la evaluacion de MN en EPC de muestras de sangre periférica
tomadas cada 24 horas después de la administracién de los tratamientos durante
72 horas en ratones hembras de la cepa CD-1.

e Evaluar el efecto del acido ascoérbico, a-tocoferol y B-caroteno sobre el dafio
genotoxico inducido por el CrO; mediante la evaluacion de las frecuencias de MN
en sangre periférica de ratones hembras de la cepa CD-1.

o Evaluar el efecto del acido ascoérbico, a-tocoferol y B-caroteno sobre el dafio
citotoxico inducido por el CrO3z, mediante la evaluacion de la frecuencia de EPC
con relacién a los ENC en sangre periférica de ratones hembras de la cepa CD-1.

e Evaluar el efecto de la administracion simultanea del acido y del a-tocoferol sobre
el dafio genotdxico inducido por el CrO; mediante la evaluacién de la induccién de
MN en sangre periférica de ratones hembras de la cepa CD-1.

e Establecer las dosis no citotoxicas de acido ascérbico, a-tocoferol y B-caroteno,
mediante la evaluacion de las frecuencias de EPC con relacion a los ENC en
sangre periférica de ratones hembras de la cepa CD-1

e Evaluar el efecto de la administracion simultanea del acido y del a-tocoferol sobre
el dafio citotéxico inducido por el CrO3, mediante la evaluacion de la frecuencia de
EPC con relacién a los ENC en sangre periférica de ratones hembras de la cepa
CD-1.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1. Animales

Se emplearon ratones hembra jovenes de la CD-1, de dos a tres meses de edad, de un
peso variable entre los 30 - 40 g provenientes del bioterio Harlan de la Facultad de
Quimica, UNAM. Estos se mantuvieron en cajas de plastico, con alimentacion de
nutricubos, libre acceso al agua, en condiciones estériles, a una temperatura y humedad
controladas, con fotoperiodo de 12 - 12 horas luz - oscuridad.

5.1. Reactivos

Como colorante en la técnica de microntcleos se utilizdé naranja de acridina C17H20N3CI
[CAT 1775-25] de Quimica Meyer. El resto de los reactivos fueron obtenidos de Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO. EUA). Acido ascorbico CéHsOs [CAS No. 50-81-7], alfa
tocoferol C29H5002 [CAS No. 10191-41-0], p-caroteno C4oHs6 [CAS No. 7235-40-7] y
CrO3 [CAS No. 1333-82-0] como agente inductor de MN.

5.2. Tratamientos

El acido ascorbico y el CrO;fueron preparados en una solucién mediante su disolucién en
agua destilada estéril, mientras que, el a-tocoferol y el B-caroteno fueron disueltos en
aceite de maiz. Una vez preparados los reactivos se administraron inmediatamente por
via oral (sonda intragastrica) 6 via i.p. segun el protocolo establecido, en un volumen de
alrededor de 0.25 ml por raton.

Los grupos experimentales fueron conformados por cinco individuos cada uno y se
dividieron de la siguiente manera:

a) Grupo testigo, solo se le administro el vehiculo (0.25 ml de aceite de maiz).
b) Grupo testigo positivo, se le administro 20 mg/kg de peso corporal de CrO; por via i.p.

c) Grupos de antioxidantes, se les administraron acido ascorbico en una dosis Unica de
100 mg/kg de peso corporal via i.p., a-tocoferol y 3-caroteno en dosis de 20 y 50 mg/kg de
peso corporal respectivamente, via oral (sonda intragastrica) y la administracion
simultanea de &cido ascorbico y a-tocoferol en las mismas dosis y vias.

d) Grupos combinados, a los que se les administro el tratamiento antioxidante y dos
horas después el CrO; (Fig.3).
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Fig. 3a. Protocolo grupo testigo.

0 24 48 72 HORAS

Fig. 3b. Protocolo grupo testigo positivo (CrOs).

Fig. 3c. Protocolo grupos testigo negativo (4cido ascérbico, alfa-tocoferol y beta-caroteno).
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Fig. 3d. Protocolo grupos experimentales (acido ascoérbico, alfa-tocoferol y beta-caroteno) y CrQOs.
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5.3. Preparacion de laminillas

Se prepar6 una solucion de naranja de acridina (NA) en agua desionizada a una
concentracion de 1 mg/ml. Se tomaron 10 uml de esta soluciéon y se colocaron sobre
portaobjetos precalentados a 70 °C, con ayuda de otro portaobjetos se extiendo el
colorante. Las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente y se guardaron en la
oscuridad hasta su uso (Hayashi, 1990).

5.4. Obtencion de sangre periférica

La evaluacién de EPC- MN y la frecuencia de EPC se realizo en sangre periférica, la cual
se obtuvo cortando la punta de la cola de los ratones. La sangre obtenida se colocé
directamente sobre las laminillas preparadas con NA, inmediatamente se cubrieron con un
cubreobjetos y se sellaron. Las preparaciones se guardaron en una caja de plastico en la
oscuridad a una temperatura de 4 °C. 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.

5.5. Analisis de Micronucleos

El andlisis de las muestras se realizd6 en un microscopio de fluorescencia (Nikon
OPTIPHOT-2) 24 horas después de su preparacion, procurando no exceder de 8 dias. La
tincion de los eritrocitos que se observo con la NA, permitié diferenciar a los eritrocitos
normocromaticos de los eritrocitos policromaticos ya que estos ultimos se tifieron de color
rojo debido a la presencia de ARN-ribosomal. Con esta tincion también se pudo identificar
la presencia de MN ya que el ADN se tifio de color amarrillo fluorescente. Para la
evaluacién del dafio genotoxico se cuantificaron los eritrocitos policromaticos con
formaciéon de MN (EPC- MN) que hay en 2000 eritrocitos policrométicos (EPC) por ratén, y
para la evaluacién de dafio citotoxico la frecuencia de eritrocitos policromaticos que se
encuentren en 1000 eritrocitos totales (EPC + ENC). Se calculo también la Frecuencia de
Induccion Neta (NIF) y la Frecuencia Diferencial de Induccién de microntcleos (DIF)
(Garcia-Rodriguez et al., 2000; Garcia, 2006).

NIF= | MN observados en “A” a la hora x; — MN observados en “A” a la x, |

DIF= | MN observados en “A” a la hora x; — MN observados en “T” ala x; |

Donde:

A = grupo; x; = tiempo de evaluacion; xq = tiempo O; T = grupo testigo
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5.6. Analisis estadistico

Los resultados de la induccion de MN y de la frecuencia de los EPC se presentan en
media * desviacibn estandar, con el programa estadistico SPSS/PC version 15 se
compararon mediante un andlisis de varianzas, seguido de una prueba de Tukey. Para los
casos de la frecuencia neta de la induccién de MN (NIF) y la frecuencia diferencial de la
induccion de MN (DIF), se analizaron con una chi-cuadrada, con el programa Statistica
version 7.0. Para todos los casos se considero el nivel de significancia de P<0.05 (Adler et
al., 1998)
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6. RESULTADOS

6.1. Efecto del acido ascérbico, a-tocoferol y del B-caroteno sobre el material
genético

En el cuadro 1 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de las 0 a
las 72 horas cuando se administraron en dosis Unicas: a) &cido ascorbico (100mg/kg via
i.p.), b) a-tocoferol (20 mg/kg via sonda), c) B-caroteno (50 mg/kg via sonda) y d) CrOs3
(20 mg/kg via i.p.). Se observa que ninguno de los antioxidantes administrados
incremento las frecuencias de MN de forma estadisticamente significativa, si no por el
contrario, el tratamiento de &cido ascérbico disminuy6é la frecuencia basal de MN
(alrededor de uno). Al grupo que se le aplicé el CrO3, mostré un incremento en las
frecuencias de MN (entre 2 y 6 a las 24 y 48 horas respectivamente) resultaron
estadisticamente significativos al comparase con el grupo testigo y con su hora 0 (es decir
la evaluacién antes de administrar el CrOg).

Cuadro 1. Frecuencia de MN en ratones CD-1 tratados con CrO; dcido ascorbico, a-tocoferol 6 8-
caroteno (media % d.e.)

Tratamiento = Dosis (mg/kg) ' MIN/1000 células
(media £ d.e.)

Testigo 0 5 0 0.90 £ 0.65
24 0.70 £ 0.45
48 0.80 £ 0.45
72 0.90 £ 0.65
CrO; 20 5 0 1.10£0.42
24 3.40 £ 1.56™"
48 7.00 £2.15%°
72 1.70 £1.10
acido ascorbico 100 5 0 1.20+0.70
24 0.20+£0.28
48 0.40 £ 0.65
72 0.50 £ 0.00
a-tocoferol 20 5 0 0.40+0.42
24 0.50+0.36
48 0.20+£0.28
72 0.30+£0.45
B-caroteno 50 5 0 0.30+£0.45
24 0.90 £ 0.96
48 0.30+£0.28
72 0.50 £ 0.50

#p<0.05 CrO; vs testigo; b CrOg3 vs CrOsz hora 0
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A las evaluaciones de las frecuencias de MN se les calcul6 la Frecuencia Neta de
Induccion de MN (NIF) partiendo de la premisa de que la inducciéon de MN a la hora 0 de
cada grupo es su propio testigo, por lo que se les restaron los MN evaluados en la hora O
a los valores evaluados en siguientes horas (Garcia-Rodriguez et al., 2001). En la figura 4
se muestra el andlisis del NIF para 10 000 eritrocitos policrométicos (EPC) cuando se
administraron tanto los antioxidantes (acido ascérbico, a-tocoferol y B-caroteno) como el
CrOs3. Se puede observar que la disminucion de las frecuencias de MN observada en el
grupo tratado con acido ascérbico resulta estadisticamente significativa (24 y 48 horas)
con respecto al grupo testigo.
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Figura 4. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC, cuando se administro
una dosis de 100mg/kg de dcido ascérbico 20 mg/kg de o-tocoferol y 50 mg/kg de B-caroteno (*:
Estadisticamente significativo p<0.05)
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También se calcul6 la Frecuencia Diferencial en la Induccién de MN (DIF) la cual consistié
en restar los valores observados de MN en todas las horas evaluadas del grupo testigo a
sus correspondientes horas evaluadas de los grupos tratados tanto con los fitoquimicos
como con el CrO; (Garcia, 2006). En la figura 5 se muestra el comportamiento de las
frecuencias del DIF de MN. Se puede observar que al igual que en el andlisis del NIF hay
una disminucién de la frecuencia de MN en el grupo tratado con acido ascorbico, la cual
resulta estadisticamente significativa comparada con su hora 0. Una vez encontradas las
dosis no genotoxicas de los antioxidantes y la genotdxica del CrOs3, estas se combinaron.
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Figura 5. Andlisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, calculado para 10,000 EPC, cuando se administro
una dosis de 100mg/kg de dcido ascérbico (*: Estadisticamente significativo p<0.05)
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6.2. Efecto de los tratamientos con acido ascérbico, a-tocoferol y B-caroteno
sobre el daifo genotoxico inducido por CrO3

En el cuadro 2 se muestran los promedios de las frecuencias de MN, que fueron
avaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron 100 mg/kg del &cido ascérbico
por via i.p., 20 mg/kg de CrO3 por via i.p. y cuando se administro la combinacion de los
tratamientos. Se observa que la administracion sola del acido ascérbico no incrementd las
frecuencias de MN, mientras que en el grupo tratado con CrO3 se incrementaron 2y 6 MN
a las 24 y 48 horas respectivamente, resultando estadisticamente significativas al
comparase con el grupo testigo. Cuando se administraron los tratamientos combinados
(&cido ascorbico - CrO3) se disminuyeron a la hora 48 las frecuencias de MN con respecto
al grupo tratado solo con CrO3 de forma estadisticamente significativa. La frecuencia de
MN observada a la hora 48 en el grupo combinado también es estadisticamente
significativa comparada con el grupo testigo, lo que sugiere que si bien hay una proteccién
de dafio genotoxico, esta es parcial.

Cuadro 2. Frecuencia de MN en ratones CD-1 tratados con CrO;y acido ascérbico (media t d.e.)

Tratamiento Dosis (mg/Kg) MN/1000 células
(media £ d.e.)

Testigo 0 5 0 0.90 £ 0.65
24 0.70+£0.45
48 0.80 £ 0.45
72 0.90 + 0.65
CrO; 20 5 0 1.10+0.42
24 3.40 +1.56™°
48 7.00 +2.15%°°
72 1.70 + 1.10
acido ascorbico 100 5 0 1.20£0.70
24 0.20+£0.28
48 0.40 £ 0.65
72 0.50 £ 0.00
acido ascorbico-CrO; 100+20 5 0 1.00£0.36
24 2.00+0.71
48 3.00+1.17°
72 1.00£0.36

2 p<0.05 vs testigo;  CrOs vs acido ascorbico-CrOs; © CrOs vs CrOs hora 0
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Al hacer el andlisis del NIF (figura 6) se observa que los porcentajes de disminucion de las
frecuencias de MN fueron del 37% y 39% a las 72y 24 horas respectivamente, y que a la
hora 48 se presenta la mayor disminucion (56%), por lo que se puede decir que la mayor
proteccion del acido ascorbico observada coincide con la hora de mayor induccion de MN
del CrOs.
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Figura 6. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC, cuando se administré
una dosis de 100mg/kg de dcido ascérbico (°: estadisticamente significativo p<0.05 vs testigo; b
estadisticamente significativo p <0.05 vs dcido ascérbico-CrO3)
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Cuando se administraron los tratamientos de 20 mg/kg del a-tocoferol por via oral (sonda
intragastrica), 20 mg/kg de CrO3 por via i.p. y la combinacion de los tratamientos, se
observé que la administracién sola de a-tocoferol tampoco incrementa las frecuencias de
MN. En el grupo que se combinaron los tratamientos de o-tocoferol y CrO3 se observa
una disminucién de las frecuencias de MN con respecto al grupo tratado solo con CrOs,
pero también resultan estadisticamente significativas a las 24 y 48 horas al compararlas
con el grupo testigo (cuadro 3).

Cuadro 3. Frecuencia de MN en ratones CD-1 tratados con CrO;y a-tocoferol (media * d.e.)

Tratamiento Dosis (mg/kg) MN/1000 células
(media £ d.e.)

Testigo 0 5 0 0.90 + 0.65
24 0.70 + 0.45
48 0.80 + 0.45
72 0.90 + 0.65
CrO; 20 5 0 1.10+0.42
24 3.40+1.56™¢
48 7.00 + 2.15%"¢
72 1.70+1.10
a-tocoferol 20 5 0 0.40+0.42
24 0.50 +0.36
48 0.20+0.28
72 0.30+0.45
o-tocoferol-CrO; 20+ 20 5 0 1.10+0.74
24 3.20+0.57°
48 3.70 + 1.15°
72 1.30+0.57

? p<0.05 testigo; ° CrO; vs a-tocoferol-CrO;, © CrO; vs CrO; hora 0

En la figura 7 se muestra el andlisis del NIF cuando se administraron los tratamientos de
a-tocoferol, CrO3y a-tocoferol - CrO3. Se observa que en el grupo que se combinaron los
tratamientos (a-tocoferol y CrO3) se presenté una disminucion del 6 % en las frecuencias
de MN a la hora 24, la cual se increment6 al 48 % a la hora 48 y a la hora 72 fue del 25 %,
por lo que se puede decir también que el a-tocoferol protege parcialmente del efecto
genotoxico del CrO3 y que la mayor proteccion del o-tocoferol, al igual que con el acido
ascorbico, se presenta a la hora 48 aunque su efecto protector es menor.
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Figura 7. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC, cuando se administro
una dosis de 20 mg/kg de a-tocoferol (°: estadisticamente significativo p<0.05 vs testigo; b
estadisticamente significativo p <0.05 vs a-tocoferol - CrO3)

Al administrar 50mg/kg de B-caroteno por via oral (sonda intragastrica), 20 mg/kg de CrO3
por via i.p. y la combinacion de los tratamientos, se observo que el [(-caroteno al igual
que los anteriores tratamientos antioxidantes, no incrementa las frecuencias de MN.
Cuando se combinaron los tratamientos (B-caroteno - CrOs) se disminuyeron las
frecuencias de MN a las 24 y 48 horas con respecto al grupo tratado solo con CrOs,
mientras que aumentaron a la hora 72 con respecto al grupo testigo . La frecuencia de MN
observada a la hora 48 en este grupo resulta estadisticamente significativa comparada
con el grupo testigo (cuadro 4).
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Cuadro 4. Frecuencia de MN en ratones CD-1 tratados con CrO;y 8-caroteno (media + d.e.)

Tratamiento Dosis (mg/Kg) MN/1000
células
| (mediatd.e.) |

Testigo 0 | 090+0.65
24 0.70£0.45
48 0.80 £ 0.45
72 0.90 +0.65
CrO; 20 5 0 1.10+0.42
24 3.40 + 1.56™"°

48 7.00 +2,15%¢
72 1.70+1.10
B-caroteno 50 5 0 0.30+0.45
24 0.90 £ 0.96
48 0.30£0.28
72 0.50 £ 0.50
B-caroteno - CrO; 50+20 5 0 0.80 +0.57
24 0.90 £ 0.55

48 5.00 + 1.70*°
72 2.70+1.68

® p<0.05 vs testigo; b CrOs vs B-caroteno - CrO;, “CrO; vs CrOzhora 0; d B-caroteno - CrO3vs B-caroteno - CrO3
hora 0

En la figura 8 se muestra el andlisis de NIF calculado para las frecuencias de MN
evaluadas en los grupos de B-caroteno, CrO3 y combinado. Puede observarse que en el
grupo en el que se combinaron los tratamientos (B-caroteno y CrO3) hay una disminucion
del 67% a la hora 24 y del 25 % a la hora 48 en las frecuencias de MN. A la hora 72 por el
contrario, se presentd un incremento estadisticamente significativo en la frecuencia de MN
al compararse con el grupo testigo. Estos resultados indican que el B-caroteno presenta a
la hora 24 un efecto protector mayor que el acido ascorbico y el a-tocoferol y que sin
embargo el efecto protector disminuye a la hora 42 e incrementa la frecuencia de MN a la
hora 72 lo cual no se observo en los tratamientos anteriormente descritos
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Figura 8. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC, cuando se administro
una dosis de 50 mg/kg de B-caroteno (°: estadisticamente significativo p<0.05 vs testigo; b
estadisticamente significativo p <0.05 vs 8-caroteno - CrO3)

6.3. Efecto de la co-administracidn del acido ascérbico y del a-tocoferol sobre el
daiio genotdxico inducido por CrO3

Dado que en los tratamientos combinados de acido ascérbico y a-tocoferol se observaron
los porcentaje mas alto de proteccién ante la exposicién a CrO3, particularmente a la hora
48, cuando este presenta el mayor efecto inductor de MN, se decidié evaluar el efecto de
la administracion simultdnea de estos tratamientos antioxidantes.
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En el cuadro 5 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas cuando se
administraron los tratamientos de 100mg/kg de acido ascoérbico por via i.p. co-
administrado con 20 mg/ kg a-tocoferol via oral (sonda intragéstrica), 20 mg/kg de CrOs3
por via i.p. y la combinacion de los tratamientos .Se observa que la co-administracién de
acido ascorbico y a-tocoferol al igual que su administracion independiente no incrementd
las frecuencias de MN. En el grupo en el que se combinaron los tratamientos (acido
ascorbico - a-tocoferol y CrO3) se presento una disminucion minima en las frecuencias
de MN a las 24 y 48 horas con respecto al grupo tratado solo con CrO3 mismas que
resultaron estadisticamente significativas comparadas con el grupo testigo

Cuadro 5. Frecuencia de MN en ratones CD-1 tratados con CrO;y dcido ascorbico

simulténeamente con a-tocoferol (media * d.e.)

Tratamiento Dosis (mg/Kg) MN/1000
células
(media £ d.e.)
Testigo 0 5 0 0.90 £ 0.65
24 0.70£0.45
48 0.80 £ 0.45
72 0.90 £ 0.65
CrO; 20 5 0 1.10+0.42
24 3.40 +1.56™"
48 7.00 +2.15™"
72 1.70+1.10
acido ascorbico - a- 100+20 5 0 1.30+0.84
tocoferol 24 1.10+0.74
48 1.00£0.71
72 0.70£0.57
acido ascérbico - a- 100+20+ 20 5 0 1.00 £ 0.50
tocoferol - CrO; 24 3.00 + 2.05°
48 5.80 + 0.50™°
72 1.80 £ 0.45

® p<0.05 vs testigo; b CrO; vs CrO; hora 0; “p acido ascérbico - a-toc - CrO; vs acido ascérbico - a-toc - CrO,
hora 0

Cuando se realiz6 el analisis del NIF se observo (Figura 9) que en el grupo combinado de
acido ascorbico, a-tocoferol y CrO3, hay una disminucion con respecto al grupo CrO3 del
30 % en las frecuencias de MN a la hora 24, la cual decrece al 16% a la hora 48 y se
pierde a la hora 72. En base a estos resultados puede decirse que la proteccion de la
combinacion de &cido ascorbico con a- tocoferol disminuye con las horas de evaluacion y
gue su efecto protector a la hora 48 es menor con respecto al que se presentd con la
administracion independiente de los tratamientos.
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Figura 9. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC, cuando se administré
simultdneamente 100mg/Kg de dcido ascérbico y 20 mg/Kg de a-tocoferol (°: estadisticamente
significativo p<0.05 vs testigo; b. estadisticamente significativo p <0.05 vs dcido ascérbico - a-tocoferol -
CrO3)

En la figura 10 se muestran a manera de resumen los porcentajes de disminucién en las
frecuencias de MN, que se observaron con cada uno de los antioxidantes cuando se
combinaron con CrOs3. Puede observarse que el mayor porcentaje de disminucion a la
hora 48 y 72 se presento en el grupo tratado con acido ascorbico, seguido del grupo
tratado con a-tocoferol. A la hora 24 el mayor porcentaje de disminucién se presento en el
grupo B-caroteno, seguido por el grupo al que se le co-administré acido ascérbico y a-
tocoferol, sin embargo en estos mismos grupos se present6 a la hora 72 mayor porcentaje
de MN que en el grupo tratado solo con CrO3.
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Figura 10. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10,000 EPC, de todos los
*
tratamientos antioxidantes administrados ( : estadisticamente significativo p<0.05 vs testigo)

6.4. Efecto del acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno sobre el daiio citotoxico
inducido por el CrO3

En el cuadro 6 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a la
frecuencias de ENC en ratones CD1 tratados con &cido ascoérbico, a-tocoferol, -caroteno
y CrO3 en los diferentes protocolos empleados en el estudio, se observa que no hay
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los tratamientos. En base a
estos resultados podemos inferir que ninguno de los tratamientos tiene efectos citotéxicos,
sin embargo este pardmetro debe tomarse con reserva.
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Cuadro 6. Promedio de las frecuencia de EPC en ratones CD-1 tratados con fitoquimicos (dcido

ascorbico, a-tocoferol, 8-caroteno), CrO3 y dosis combinadas (media * d.e.)

Tratamiento Dosis (mg/ kg) EPC/1000
células
| (mediatd.e.)
Testigo O 64.00 +12.65
24 60.20 £ 6.87
48 66.40 £ 9.53
72 68.00 £ 10.34
CrOs 20 5 0 56.80 +13.20
24 61.20+£7.40
48 72.60 £ 15.88
72 63.40 + 8.68
acido ascoérbico 100 5 0 62.20 + 14.32
24 61.40+9.24
48 61.00 £ 9.08
72 63.80 £ 10.28
a-tocoferol 20 5 0 53.20+11.92
24 50.00 £ 5.52
48 58.40 £ 2.07
72 70.40+£12.93
B-caroteno 50 5 0 63.80 + 4.82
24 61.80 £ 14.11
48 69.20 £ 9.20
72 61.80+£9.71
acido ascoérbico -CrO; 100+20 5 0 62.40 + 14.84
24 57.00 £ 10.65
48 59.40 £ 6.95
72 66.80+ 11.90
o-tocoferol-CrO; 20+ 20 5 0 59.20+7.12
24 63.40 £ 6.02
48 56.60 £5.94
72 61.40 £ 3.51
[3-caroteno - CrOs 50+20 5 0 56.20+9.20
24 58.40 £ 18.49
48 60.00 £ 21.18
72 59.40 £ 16.23
acido ascorbico - a- 100+20 5 0 91.60 + 7.50
tocoferol 24 84.20 + 14.06
48 80.00 £ 11.40
72 75.00 £ 12.25
acido ascorbico - a- 100+20+ 20 5 0 79.00 + 14.18
tocoferol - CrO; 24 80.17 + 15.63
48 72.50 £ 8.75
72 51.00 + 5.00
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7. DISCUSION

La exposicion a agentes mutagenos asi como el estilo de vida y deficiencias nutricionales,
incrementan la probabilidad de desarrollar enfermedades cronico-degenerativas
relacionadas con el dafio al ADN (Kohimeier et al., 1995; Vitale et al., 2010). En contra
parte, en estudios epidemiolégicos se ha observado que los componentes de frutas y
vegetales son un factor importante en la modulacibn de algunas enfermedades
relacionadas con el dafio al ADN y algunos tipos de cancer (Surh, 2003). De hecho, se ha
observado que algunas sustancias con propiedades antimutagénas también presentan
actividad como agentes anticancerigenos, ya que los mecanismos de accion inhibitoria
pueden estar relacionados (De Flora, 1998). Por lo que en el presente estudio se evalu6
el efecto sobre el dafio genotéxico inducido por compuestos cancerigenos [Cr (VI)], de
sustancias componentes de la dieta que ya han sido identificadas como antimutagenos
tales como; el acido ascorbico, el a-tocoferol y el B-caroteno, para lo cual se empleé el
ensayo de MN en sangre periférica en ratones de la cepa CD-1.

Como se muestra en los resultados, la administracién sola de los antioxidantes; &cido
ascorbico, a-tocoferol y p-carotenos no presentaron efectos toxicos aparentes, ni
indujeron dafio genotdxico mediante el incremento de las frecuencias de MN. En diversos
estudios se ha observado que componentes de las frutas y los vegetales presentan una
alta capacidad antioxidante, a la cual se le ha relacionado con proteccion de dafio al ADN.
Dentro de los principales antioxidantes se han encontrado sustancias como los [-
carotenos, el acido ascorbico y el a-tocoferol entre otros (Surh y Ferguson, 2003). En el
presente estudio cuando se administraron 100 mg/kg de de &cido ascoérbico tampoco se
observaron efectos toxicos aparentes, ya que los ratones mostraron un comportamiento,
pelaje y peso normal. En estudios previos realizados en ratones, en los que se
administraron dosis mayores a la empleada en este estudio (4 g/kg) de acido ascoérbico
por via i.p. tampoco se observaron efectos toxicos, si no por el contrario se disminuyo el
crecimiento de tumores implantados (Chen et al., 2008). También, en un estudio realizado
en ratas, al administrar 200 mg/kg de acido ascérbico por via i.p., no se observaron
efectos toxicos y reportaron que se disminuy6 el dafio cerebral inducido por pilocarpina
(Tome et al., 2010). En evaluaciones realizadas en humanos también se ha reportado que
la administracion de dosis altas (1.5 g/kg) de acido ascorbico por via oral o intravenosa no
induce efectos téxicos, al ser el acido ascorbico empleado como tratamiento experimental
anticancerigeno (Cameron y Pauling, 1976; Hoffer et al., 2008).

De igual manera, cuando se administraron 20 mg/kg de a-tocoferol, tampoco se
observaron signos de toxicidad aparente en los ratones. Al igual que para el acido
ascorbico, estudios previos realizados en ratas a las que se suplementaron con 500
mg/kg de a-tocoferol no se observaron efectos toxicos, si no por el contrario se disminuyo
el dafio causado en el tejido aortico por altos niveles de colesterol en la dieta de los
animales (Oré et al., 2001). En estudios realizados en humanos se ha reportado que la
administracién crénica de 2000 Ul via oral no induce toxicidad al ser probado sobre la
progresion de la enfermedad de Parkinson (The Parkinson Study Group, 1993), asi como
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tampoco la administracion de 400 Ul y 800 diarias en pacientes con enfermedad
cardiovascular, en los cuales incluso redujo la incidencia de infarto de miocardio
(Stephens et al., 1996).

Cabe sefialar que las dosis de 100 mg/kg de acido ascorbico y 20 mg/kg de a-tocoferol
empleadas en este estudio son menores a la LDs, reportadas para ratones (USP DI,
1999) y que dichas dosis pueden alcanzarse en humanos con la ingesta recomendada de
cinco fruta o verduras al dia (Cadenas y Packer, 2002).

Por su parte, la administracion de 50 mg/kg de B-caroteno al igual que los tratamientos
anteriores (acido ascorbico y a-tocoferol) tampoco presenté efectos téxicos aparentes
(comportamiento, pelaje y peso). Estudios realizados en ratas, en los que, se
administraron 75 mg/kg de B-caroteno por via oral (sonda intragastrica) tampoco
reportaron toxicidad, si no por el contrario disminucién en el grado de fibrosis hepatica
inducida por tioacetamida (Wardi et al., 2001). Mientras que, en humanos se ha reportado
que la administracién por via oral de 50 mg/kg de B-caroteno no induce toxicidad, al ser
empleado como tratamiento experimental anticancerigeno (Greenberg et al. 1990). Cabe
sefalar que la dosis de B-caroteno (50 mg/kg) empleada en este estudio es menor a la
LDso reportada para ratones (USP DI, 1999).

Una vez encontradas las dosis no toxicas de los antioxidantes (acido ascorbico 100
mg/kg, a-tocoferol 20 mg/kg y B-caroteno 50 mg/kg), se iniciaron las evaluaciones del
dafio genotdxico, para lo cual se empled el ensayo de MN en sangre periférica con base
en los lineamientos de la FDA (Hayashi et al., 1990; FDA, 2000). La administracion sola
de 100 mg/kg de de acido ascorbico como ya se menciond, no incrementd las frecuencias
de MN. En estudios realizados en ratones, en los que se administraron 60 mg/kg de acido
ascorbico por via i.p. no se observé dafio genotdxico, mediante la prueba de intercambio
de crométidas hermanas y aberraciones cromosoémicas (Siddique, 2005). De igual
manera, en estudios realizados en ratones hembras (gestantes) a las cuales se les
administraron las mismas dosis de acido ascérbico por via i.p. que las empleadas en
nuestro estudio (100 mg/kg) tampoco observaron efectos genotéxicos mediante el
incremento en las frecuencias de MN, tanto en los organismos adultos como en los
embriones (Mozdarani y Nazari, 2007). Algo que llamo la atencién en los resultados del
presente estudio es que la administracion del acido ascoérbico no solo no incremento las
frecuencias de MN, sino por el contrario, redujo la frecuencia basal de MN, esto puede
estar relacionado con su capacidad para neutralizar estrés oxidante generado
intracelularmente de forma espontanea en las reacciones de oOxido-reducciéon que son
fundamentales para la obtencion de la energia entre otros procesos en los seres vivos
(Konigsberg, 2008). Aunque el oxigeno es imprescindible para la vida, ya que en el
metabolismo aerbbico tiene lugar un proceso que permite almacenar la energia libre
producida en la oxidacion de los carbohidratos y de otros compuestos organicos, en forma
de ATP, sin embargo se ha observado que cuando el contenido intracelular de oxidantes
sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula, a lo que se le conoce como estrés
oxidante, se puede inducir dafio al ADN a través de la produccion espontanea de ERO’s y
RL, mismos que también pueden dafiar otras macromoléculas como los lipidos, las
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proteinas y los hidratos de carbono, por lo que se pueden alterar los procesos celulares
como la funcionalidad de las membranas, la produccion de enzimas, la respiracion celular,
etc.(Rios de Molina, 2003; Konigsberg, 2008). Los RL ademas de producirse durante las
reacciones metabdlicas, mientras las células del organismo transforman los alimentos en
energia especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio intenso e isquemia, también
pueden ser generados durante la exposicion a determinados agentes quimicos vy fisicos
como algunos de los componentes de la contaminacion ambiental, humo del tabaco,
radiaciones ionizantes o luz ultravioleta, etc. (Rios de Molina, 2003; Avello y Suwalsky,
2006). Por su parte, el &cido ascérbico es un antioxidante natural implicado en los
procesos antioxidantes intracelulares de manera normal, por lo que la administracion
exdgena que se realizo en este estudio al incrementar la concentracion intracelular pudo
disminuir el dafio basal al ADN, mismo gque se observé mediante el decremento de MN.

La administracion sola de 20 mg/kg de a-tocoferol tampoco incrementé las frecuencias de
MN. En estudios previos de genotoxicidad realizados en ratas albinas, se ha observado
gue la administracién de de 20 mg/kg de a-tocoferol por via oral (sonda gastrica) no
induce dafio en el material genético mediante la induccién de MN (Chorvatovicova et al.,
1991) El a-tocoferol es un nutrimento esencia en la dieta, el cual tiene distintas funciones
metabdlicas, como la proteccion de la membrana celular frente a los efectos nocivos
producidos por radicales libres, la ingesta diaria recomendada es de 15 a 30 mg/kg, por lo
que la dosis empleada en nuestro estudio se encuentra dentro del intervalo (Konigsberg,
2008). Por otra parte, también la administracion sola de 50 mg/kg de B-caroteno no
incrementd las frecuencias de MN. Se ha propuesto que los [B-carotenos presentan
efectos benéficos para el organismo, ya que al ser un componente en la dieta dadas sus
propiedades antioxidantes puede neutralizar las ERO’s y los RL (Graham y Rosser,
2000). Se ha reportado que la administracién de 250 mg/kg de (3-caroteno por via oral
(sonda gastrica) no induce dafio genotéxico mediante la induccion de aberraciones
cromosémicas en hamster (Renner, 1985).

Por otra parte, cuando se administraron 20 mg/kg de CrO3 por via i.p., se observé que se
incrementaron las frecuencias de MN, lo cual corrobora el dafio genotéxico previamente
reportado para los compuestos de Cr (VI) y en particular para el CrO3 (Garcia-Rodriguez
et al.,, 2001; O'Brien et al., 2003; Henkler et al., 2010; Garcia-Rodriguez y Altamirano-
Lozano, 2006). En el presente estudio se opto por realizar la cinética de MN para hacer el
seguimiento de la induccion de MN durante 72 horas, se observé que el mayor efecto se
presento a la hora 48, esto se pudo haber debido a que en general la mayor distribucién y
biotrasformacién de los agentes quimicos se presenta a la hora 48 después de su
administracién (Heddle et al., 1983; Hayashi et al., 1990). EI mecanismo de dafio
genotéxico de los compuestos de Cr(VI) se ha planteado, con base en que los
compuestos de Cr (VI) tienen la capacidad de atravesar la membrana celular a través de
trasportadores de aniones no especificos y dentro de la célula el Cr (VI) se reduce
rapidamente por la interaccion con moléculas citoplasméticas a cromo (V), (IV) y (lll) los
cuales tienen afinidad con las bases y fosfatos de la cadena de ADN, ademas de generar
ERO’s y RL en cada reduccion, mismos que pueden inducir, rupturas y aductos en la
cadena de ADN asi como entrecruzamientos, y por lo tanto inducir dafio mutagénico y
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cancerigeno (O"Brien et al., 2003; Valko et al., 2006). Un exceso de RL rompe el equilibrio
produciendo el llamado estrés oxidante.

Una vez encontradas las dosis no genotdxicas de los antioxidantes asi como la dosis
genotoxica del CrO3s, se combinaron los tratamientos con la finalidad de evaluar el efecto
de los antioxidantes sobre el dafio genotéxico inducido por la aplicacién de 20 mg/kg de
CrOs, mediante las evaluaciones de las frecuencias de MN. Como se mostré en los
resultados la administracién previa de los antioxidantes redujo las frecuencias de MN con
respecto al grupo tratado solo con CrO3, esto puede estar relacionado con su potencial
antioxidante para neutralizar las ERO’s y RL generadas por la reduccion del Cr (VI) a Cr
(1. Se ha propuesto que el acido ascorbico es un eficaz antioxidante no enzimético,
debido a que dona facilmente sus electrones a las ERO’s para neutralizarlas y puede
regenerarse a partir del radical ascorbilo (A®), ademas de que el A® puede estabilizar el
electréon desapareado en su estructura molecular. Estas propiedades hacen que el A® sea
una molécula de menor reactividad en comparacidn con otras especies reactivas
potencialmente dafiinas. Por estas caracteristicas se ha propuesto que la proteccion del
acido ascorbico a las macromoléculas celulares como el ADN se debe principalmente a su
mecanismo para neutralizar las especies reactivas generadas en fase acuosa (Padayatty
et al., 2003).

En estudios previos realizados en ratones in vivo, se ha reportado que el 4cido ascérbico
puede proteger del dafio inducido por agentes genotdxicos que generan dafio oxidante
tales como el FeSO4, en el cual al ser aplicado después de administrar suplementos de 15
g/kg de acido ascorbico se disminuyen las frecuencias de MN inducidas en medula 6sea
(Premkumar y Bowlus, 2003). Por su parte, EI-Nahas et al. (1993) asi como Mozdarani y
Nazari (2009) describieron que la administracion de 100 mg/kg via i.p. disminuyen el
porcentaje de aberraciones cromosémicas y MN generadas en ratones expuestos a
radiacion gamma y atribuyeron el efecto antimutdgeno a su capacidad para neutralizar las
ERO’s generadas por la exposicion a radiacion. En estudios in vitro realizados en
linfocitos humanos, también se ha observado un efecto antimutageno del acido ascorbico
sobre el dafio genotoxico inducido por el cisplatino mediante la reduccién de intercambio
de cromatidas hermana (Nefic 2001). Sin embargo, en evaluaciones in vitro realizadas en
Salmonella mediante la prueba de Ames, se observd que el acido ascérbico no tiene
efectos protectores sobre el dafio genotdxico inducido por fluoroguinolones, los cuales
inducen genotoxicidad por la generacion de ERO’s, de hecho se incrementé el dafio por
lo que se propuso que el acido ascoérbico puede actuar también como prooxidante. En
estudios realizados en cultivos celulares de Salmonella se observé que los cationes
divalentes adicionados al cultivo, pueden reaccionar con el acido ascérbico e inducir la
reaccion de Fenton, y la generacion de ERO’s y RL (Jarabask y Jabask, 1995; Alba et al.,
2008). En particular, Sugiyama et al. (1989) reportaron que el acido ascorbico es capaz de
reducir directamente el Cr (VI) a Cr (Ill) en solucién acuosa. Al igual que Xu et al (2004)
quienes observaron que el acido ascoérbico puede reducir el K2Cr207 en solucién acuosa
tanto en condiciones acidas como ligeramente basicas. Aunque en otros estudios
realizados in vitro ha observado que el &cido ascorbico puede proteger el material
genético no solo de las especies radicales generadas por la reduccion de Cr(VI) si no que
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también del dafio generado directamente por el Cr(lll). Qui et al. (2000) observaron que el
acido ascorbico reduce los niveles del marcador de inestabilidad gendomica 8-
hidroxideoxiguanosina (80HdG) en ADN de ternera incubado con CrCIs3.

Se ha observado que la administracion de 6.68 g/kg de acido ascorbico por via i.p. reduce
entre 40% y 75% el intercambio de crométidas hermanas inducidas por ciclofosfamida y
mitomicina en médula Osea de raton, los cuales son agentes utilizados como
antineoplasicos (Krishna et al. 1986). De igual manera, en estudios realizados en ratones,
en los que se administraron 60 mg/kg de acido ascorbico por via i.p. se redujo el dafio
genotoxico inducido por la exposicibn a acetato de megestrol (esteroide usado en el
tratamiento de algunos carcinomas), el cual fue evaluado mediante las pruebas de
intercambio de crométidas hermanas y aberraciones cromosémicas (Siddique et al., 2005)
en ambos casos no se ha esclarecido el posible mecanismo de dafio y proteccion del
ADN.

A partir de los resultados obtenidos hasta el momento en el presente estudio se puede
plantear que el acido ascoérbico protege del dafio al ADN causado por agentes
genotdxicos como el CrO3, que son inductores de ERO’s y RL; y que la disminucién de
las frecuencias de MN que se presento con la administracion de acido ascérbico puede
estar relacionada con el mecanismo antioxidante por captura de RL y ERO’s, ya que
como se describié anteriormente la reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) dentro de la célula
genera ERO’s y RL mismos que interaccionan con el ADN generando genotoxicidad. Sin
embargo, aunque no se observo un incremento de MN al administrar el &cido ascérbico,
no se debe descartar su actividad prooxidante.

Cuando se combinaron los tratamientos de 20 mg/kg de a-tocoferol y CrO3 se
disminuyeron las frecuencias de MN con respecto al grupo al que solo se le administro el
agente inductor de dafio al ADN, por lo que el a-tocoferol protegié del dafio genotdxico
inducido por el CrO3. Se ha descrito que el a-tocoferol es el principal antioxidante
liposoluble y que presenta proteccion del dafio oxidante generado por especies radicales
altamente dafinas en la membrana celular (Gerald y Combs, 1992). En estudios previos
en los que se ha administrado el a-tocoferol se observd que tiene efectos protectores
sobre el dafio genotoéxico inducido por compuesto de Cr (VI), ya que al administrar 20 mg/
kg de a-tocoferol por via oral (sonda gastrica) en ratas se disminuyeron las frecuencias de
MN inducidas por el K2Cr207 (Chorvatovicova et al., 1991). Sugiyama (1991), también
observo que el a-tocoferol puede inhibir los rompimientos de cadena sencilla del ADN
generadas por el Na2CrO4 en células V79 de hamster. En ambos estudios se atribuyo el
efecto protector del a-tocoferol a su capacidad antioxidante para neutralizar las ERO’s
generadas por la reduccion de Cr (VI) las cuales estan implicadas en el dafio al ADN
generado por estos agentes.

En otros estudios realizados in vivo, también se ha observado el efecto protector del a-
tocoferol sobre el dafio al ADN inducido por otros agentes genotdxicos diferentes a los
compuestos de Cr (VI) que también generan ERO’s y RL. Sarma y Kesavan (1993)
observaron que la administracion de 100 mg/kg de a-tocoferol por via oral (sonda
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intragastrica) reduce significativamente la frecuencia de MN y aberraciones cromosomicas
en medula Gsea de ratones expuestos a radiacibn gamma. Por su parte, Singh et al
(2008) reportaron que la administracion de esta misma dosis (100 mg/ kg) de a-tocoferol
tiene efectos protectores sobre el dafio genotdxico inducido por la atrazina en ratones al
avaluarse con tres pruebas de genotoxidad: ensayo de MN, ensayo cometa y
electroforesis en gel. En estudios in vitro realizados en Salmonella typhimurium mediante
la prueba de Ames se ha determinado que el a-tocoferol disminuye el efecto genotoxico
inducido por el norfloxacino, por lo que se ha planteado su capacidad antioxidante le
permite neutralizar las RL y ERO’s (Alba et al., 2008).

También se ha reportado que la deficiencia de a-tocoferol en la dieta reduce la capacidad
de los organismos para reparar dafios en el ADN generados por la exposicion a agentes
genotdxicos. Odagiri et al. (1992) reportaron que la deficiencia de a-tocoferol en la dieta
incrementa los MN en ratones expuestos a rayos X, en comparacién con los que no
presentaban deficiencia del a-tocoferol en la dieta. Por su parte, Chandra et al (2010)
observaron que la suplementacién de a-tocoferol (50 mg/kg) en la dieta de ratas
expuestas a K2Cr207 es capaz de disminuir el nivel de peroxidacién lipidica generada por
el Cr (VI) en los testiculos, manteniendo los niveles normales de las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa y catalasa. Qi et al. (2000) también reportaron que el
a-tocoferol evita la formacion in vitro del marcador de dafio gendémico, 8-
hidroxideoxiguanosina (80HdG), inducido por Cr (lll) en presencia de H202. De igual
manera, Huang et al. (2002) observaron mediante la medicion del marcador de estrés
oxidante 8-iso-PGF en la excrecion urinaria, que la suplementacion con 400 IU de o-
tocoferol disminuye la peroxidacion lipidica basal en el organismo. Particularmente, se ha
descrito el mecanismo de accion antioxidante del a-tocoferol en las membranas celulares,
este mecanismo consiste en interrumpir el proceso de lipoperoxidacion, mediante la
donaciéon de un hidrogeno al radical peroxilo (ROOe) lo cual genera radicales menos
reactivos, (a-tocoferoxil, ariloxilo) que se estabilizan por deslocalizacién electronica sin la
posibilidad de abstraer hidrogeno de moléculas lipidicas estables y continuar la reaccion
en cadena de la lipoperoxidacion. El a-tocoferol también puede reaccionar con los
radicales triclorometil (*CCls), hidroxilo (*OH), superéxido (O,") y oxigeno singulete (*O,)
(Sagayo et al., 2007; Fukuzawa, 2008; Engin, 2009). Con base en los resultados del
presente estudio, el efecto antigenotoxico que se observé con la administracion del a-
tocoferol inducido por el CrO3, puede estar relacionado con la captura de las ERO’s y RL
gue se generan durante la reduccion de Cr (VI) a Cr (lII).

Finalmente, cuando se combinaron los tratamiento de 50 mg/kg de B-caroteno y 20 mg/kg
de CrO3 se presento un efecto dual, ya que a la hora 24 y 48 se disminuyeron las
frecuencias de MN con respecto al grupo tratado solo con CrOz, mientras que a la hora 72
se incrementd con respecto al grupo testigo, esto puede deberse a un efecto tanto
antioxidante como prooxidante que pueden presentar algunos antioxidantes como el -
caroteno (Dias et al., 2009). Renner (1985) observo que la administracion de distintas
dosis (10-250mg) de B-caroteno por via oral (sonda intragastrica) disminuian el porcentaje
de aberraciones cromosomicas inducidas por thiotepa, metilmetanosulfonato y bisulfan en
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hamsters chinos, por lo que le atribuyo propiedades antimutagénicas. Por su parte,
Salvadori et al. (1992) también observaron mediante la prueba de aberraciones
cromosomicas, que dosis de 50 mg/kg B-caroteno administrado por via oral presentaba
efectos protectores sobre el dafio inducido por ciclofosfamida en medula 6sea de raton.
También El-Makawi y EI Ashmaoui (2003) reportaron que la administraciéon de 30 mg/kg
de B-caroteno por via i.p., reduce las frecuencias de MN inducidas por doxorubicina
(hidroxildaunorrubicina), en medula 6sea de ratén. Sin embargo, en las evaluaciones
anteriormente descritas, no se pudo establecer una relacion directa ni el mecanismo de
proteccion entre las dosis de B-caroteno administradas y los resultados obtenidos, por lo
que se plante6 que es posible que el B-caroteno actie por mas de un mecanismos
(Konigsberg, 2008).

Recientemente se ha propuesto que los carotenoides protegen a las células del estrés
oxidante al actuar como foto protectores y como moléculas reactivas en la membrana
celular contra especies quimicas oxidantes generadas dentro de la célula, debido a que
pueden incorporar los RL a su sistema de dobles enlaces conjugados y estabilizarlos por
resonancia (Konigsberg, 2008). En estudios in vivo realizados en Drosophila
melanogaster, se ha mostrado que la suplementacién con 1, 2 6 4 mg/ml de p-caroteno en
el alimento disminuye las mutaciones sométicas inducidas por doxorrubicina, al evaluar
las caracteristicas fenotipicas de las alas, este efecto fue atribuido a la capacidad
antioxidante del B-caroteno para modular el estrés oxidante generado por la
doxorrubicina, mediante la captura de los RL y ERO’s (Dias et al., 2009). En humanos se
ha reportado que la ingesta diaria (cronica) de 22 mg de B-caroteno (en jugo de
zanahoria) disminuye el dafo basal inducido por diferentes factores ambientales, como la
contaminaciéon y los habitos alimentario en el material genético, evaluado mediante el
ensayo cometa (Pool-Zobel et al., 1997).

Por otra parte, se ha descrito la capacidad del B-caroteno para neutraliza radicales
peréxido, la cual se presenta siempre y cuando se mantengan bajas las concentraciones
parciales de O2, pero si estas son altas se incrementa el proceso oxidante, actuando en
este caso como prooxidante (Konigsberg, 2008; Helden et al., 2009). Lo cual podria estar
relacionado con el incremento de MN observado a las 72 horas en nuestro estudio.

En humanos se ha descrito que B-caroteno, puede actuar como un agente promotor de
cancer o como un agente anticancerigeno, dependiendo del grado de exposicién a
genotdxicos. Omenn et al. (1996) observaron que la suplementacién con 30 mg/dia de -
caroteno a individuos ocupacionalmente expuestos a asbesto, aumenta el riesgo de
desarrollar cancer de pulmoén, en los individuos con mayor grado de exposiciéon y en los
consumidores de tabaco. De la misma forma, Virtamo et al. (2003) reportaron que la
administracion de 20 mg/dia al dia de B-caroteno en hombres entre los 50 y 69 afios,
aumenta el indice de mortalidad asi como el riesgo de padecer cancer de pulmén en los
individuos que consumen mas de 5 cigarros al dia. Sin embargo, Greenberg et al. (1990)
observaron que la administracién por via oral de 50 mg/dia de B-caroteno disminuye la
incidencia de cancer de piel en individuos sin factores de riesgo (exposicién a tabaco). Por
lo que se ha propuesto que el efecto genotdxico del B-caroteno esté limitado en este caso
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s6lo a los fumadores, debido a que el tabaco incrementa su oxidacién y la concentracién
de radicales libres (Navarro et al., 2008). Por su parte, Palozza et al. (2006) también
observaron un efecto dual del B-caroteno al cuantificar los productos de la peroxidacion
lipidica in vitro del alquitrdn modificando las concentraciones de O2, ya que observaron
que se presentaban tanto efectos antioxidantes como dafio oxidante en forma
proporcional a las concentraciones de O2. Por lo que se ha propuesto que la
concentracion de oxigeno presentes en el pulmoén puede inducir dafio prooxidante del 8-
caroteno en la presencia del alquitrdn en personas fumadoras.

También, se ha propuesto que los productos de degradacién del B-caroteno en
hepatocitos de rata generan dafio al ADN mediante la induccion de MN, aberraciones
cromosomicas e intercambio de crométidas hermanas, por lo que sugieren que no es el 3-
caroteno el que genera genotoxicidad si nho sus metabolitos (Meléndez-Martinez et al.,
2004, Alija et al., 2010).

El efecto protector que se presento con la administracion de B-caroteno sobre el efecto
genotdéxico inducido por el CrO3, puede estar relacionado con sus propiedades
antioxidantes partiendo de que los carotenoides protegen a las células al actuar como foto
protectores y como moléculas reactivas en la membrana celular contra especies quimicas
oxidantes generadas dentro de la célula, al incorporar los radicales libres a su sistema de
dobles enlaces conjugados vy estabilizarlo por resonancia, mientras que, el efecto dual
gue se presentd con la administracién del B-caroteno, posiblemente se debe a que
durante las primeras 48 horas de evaluacion la cantidad de especies reactivas generadas
por el CrO3 no fueron tan altas como para degradar al p-caroteno por lo que este actué
como antioxidante sobre el dafio inducido por el Cr(VI), sin embargo por el incremento de
las especies reactivas generadas por el CrO3 de la hora 48 a la 72, el B-caroteno
posiblemente se degrado y sus productos de degradacidon incrementaron el estrés
oxidante, llevando finalmente al incremento en las frecuencias de MN.

Debido a que en los tratamientos combinados de acido ascoérbico y a-tocoferol se observo
la proteccion mas alta (56% y 48 %) sobre el dafio al ADN inducido por la exposicion a
CrO3 de los ratones CD-1, se decidio evaluar el efecto de la administracion simultanea de
estos dos antioxidantes. Sin embargo, la proteccion observada fue menor que la que se
presento con la administracion independiente de cada uno de los tratamientos. En
estudios previos realizados en humanos se ha observado que la suplementacion de acido
ascorbico y a- tocoferol (500 mg y 400 Ul respectivamente) de manera independiente,
reduce la peroxidacion lipidica evaluada mediante el marcador de estrés oxidante 8-iso-
PGF2 en la excrecién orinaria, sin embrago cuando los suplementos se administraron de
manera simultanea no se presenta ningun efecto en los marcadores de estrés oxidante
(Huang et al., 2002), esto se puede deber a que se presenta un efecto sinérgico entre el
acido ascoérbico y el a-tocoferol. Se ha propuesto que se puede dar una regeneracion del
a-tocoferol por accién de acido ascorbico, debido a que en este proceso el radical a-
tocoferilo se genera en las membranas celulares como consecuencia de la accién del a-
tocoferol con ERO’s y RL, el cual a su vez reacciona con el acido ascérbico trasfiriendo
asi el dafio oxidante a la fase acuosa, donde el acido ascérbico también puede ser
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regenerado. Sin embargo, la regeneracién de grandes cantidades de acido ascorbico,
resulta en la reduccién de las concentraciones intracelulares de las enzimas NADPH y
GSH, lo que desencadena a su vez un proceso de estrés oxidante, por lo que se
enmascara o se pierde la proteccion oxidante, situacion que se pudo haber presentado en
nuestro estudio al administrar simultdneamente el acido ascorbico y el a-tocoferol, por lo
que se disminuyd la proteccién del dafio al ADN inducido por el CrO3, en comparacién con
los tratamientos independientes. Aunque este mecanismo ha sido descrito in vitro, la
interaccion del acido ascérbico y el a-tocoferol in vivo sigue siendo controversial
(Konigsberg, 2008).

En cuanto al efecto citotoxico, al administrar los tratamientos empleados en el presente
estudio, no se observaron modificaciones estadisticamente significativas en las
frecuencias de MN en ninguna de las horas de evaluacién. Se ha descrito que el dafio
citotdxico puede determinarse por la reduccion de las frecuencias de EPC con respecto a
los ENC (Vallarino-Kelly y Morales-Ramirez, 2001). Sin embargo, cabe mencionar que la
evaluacion de este parametro debe tomarse con reserva, debido a que cuando un
compuesto causa muerte celular, pueden activarse también los mecanismos de division
celular y por lo tanto enmascarar el efecto (Krishna et al., 1986; Hayashi et al., 2000). En
estudios previos tampoco se han reportado efectos sobre las frecuencias de EPC con
respecto a los ENC con tratamientos de Cr(VI) (Garcia-Rodriguez, 2006; Macedo, 2010) ni
con los tratamientos con los antioxidantes empleados en el presente estudio (Konopacka,
1998).
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8. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

e La administracién de 20 mg/kg de CrO3 por via i.p. induce dafio genotdxico ya que
incrementd la frecuencia de MN de manera estadisticamente significativa.

e La administracién del acido ascoérbico, a-tocoferol y B-caroteno a ratones de la
cepa CD-1 no inducen dafio genotéxico, ya que no incrementan de manera
estadisticamente significativa la frecuencia de MN con respecto al grupo testigo.

¢ La administracién sola de acido ascorbico disminuyé la frecuencia basal de MN, lo
cual pudo deberse a que al incrementar la concentracion intracelular de acido
ascorbico, se aument6 su capacidad para neutralizar el estrés oxidante generado
intracelularmente de forma espontanea en las reacciones de Oxido-reduccion que
son fundamentales para la obtencién de la energia entre otros procesos en los
seres Vivos.

e La administracién previa de los antioxidantes protege del dafio genotéxico inducido
por el tratamiento de CrO3, ya que se presentd una disminucion en las frecuencias
de MN a las 48 horas en el siguiente orden: acido ascorbico (57%) > a-tocoferol
(48%) > B-caroteno (25%).

e La administracién del B-caroteno previa al tratamiento de CrO3 presenta un efecto
dual, ya que se disminuyen las frecuencias de MN a las 24 y 48 horas y se
incrementan a la hora 72, por lo que se sugiere que el B-caroteno presenta un
efecto anti y prooxidante.

e La administracién simultanea de acido ascoérbico y a-tocoferol presenta una menor
proteccion del dafio genotdxico inducido por el CrO3 en comparacion con las
administraciones independientes de cada uno de los tratamientos, lo cual puede
ser debido a una interaccion entre ambos antioxidantes que disminuye su efecto
antioxidante.

e La administracién de los tratamientos antioxidantes y CrO3 no presentan efectos

citotoxicos, ya que no se modificaron las frecuencias de EPC con respecto a los
ENC. Sin embargo estos datos deben tomarse con reserva.
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10.

ANEXOS

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

i)

i)

Evento: XllI Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos,
Universidad Auténoma de Zacatecas. Zacatecas, Zacatecas, México.
Celebrado del 26 al 27 de mayo de 2011.

Titulo de la ponencia: Efecto de los fitoquimicos incluidos en la dieta (acido
ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, indole-3-carbinol, antraquinona Yy
capsaicina) sobre el dafio genotdxico y citotoxico inducido por el trioxido de
cromo en ratones de la cepa CD-1.

Autores: Garcia-Rodriguez, M. C., Sanchez-Njera, N., Serrano-Reyes, G. y
Altamirano-Lozano, M.

Evento: VI Foro de Investigacién Escolar en Biologia, FES Zaragoza, UNAM.
Iztapalapa, México D.F., Celebrado del 11 al 13 de agosto de 2010.

Titulo de la ponencia: Evaluacion de las frecuencias de microndcleos en
ratones hembras de la cepa CD-1 tratadas con &cido ascorbico, alfa-tocoferol y
beta-carotenos.

Autores: Serrano-Reyes, G. y Garcia-Rodriguez, M. C.

Evento: Xl Congreso Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos,
Universidad de Guanajuato. Guanajuato, Guanajuato, México. Celebrado del
27 al 28 de mayo de 2010.

Titulo de la ponencia: Efecto de las vitaminas (acido ascorbico, alfa-tocoferol)
y del beta-caroteno (precursor de la vitamina A) sobre el material genético.

Autores: Garcia-Rodriguez, M. C., Serrano-Reyes, G. y Altamirano-Lozano,
M.

Los resultados del presente trabajo fueron publicados en la revista electronica :
Revista Salud Pudblica y Nutricion (RESPYN), Edicion Especial N° 9 — 2010.

Titulo del articulo: Efecto de las vitaminas (4cido ascérbico, alfa-tocoferol) y
del beta-caroteno (precursor de la vitamina A) sobre el material genético.

Autores: Garcia-Rodriguez, M.C., Serrano-Reyes, G. y Altamirano-Lozano, M.
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EFECTO DE LOS FITOQUIMICOS INCLUIDOS EN LA DIETA (ACIDO
ASCORBICO, a-TOCOFEROL, p-CAROTENO, INDOLE-3-CARBINOL,
AH]’RA{]UINOHA Y CAPSAICINA) SOBRE EL DANO GENOTOXICO Y
CITOTOXICO INDUCIDO POR EL TRIOXIDO DE CROMO EN RATONES DE LA
CEPA CDA1

Garcia-Rodriguez, M. C.*, Sanchez-Najera, N., Serrano-Reyes, G.
y Altamirano-Lozano, M.

Unidad de Investigacion en Genéfica y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, Batalla 5 de mayo s/n Esq. Fuerte de Lorefo. Col.
Ejercito de Qriente. C.P. 09230, México D.F. Tel (55)56230772.

* grme@puma2 . zaragoza. unam.mx

RESUMEN:

Se ha observado que el estilo de vida y la dieta estan asociados con la induccion de algunos tipos
de cancer. En contraparie, se& ha encontrado gque algunos componentes de las frutas y los
vegetales al presentar propiedades antioxidantes pueden llegar a proteger del dafio al ADN. En el
presente estudic se evaluaron los efectos de diferentes fitoquimicos sobre el dafic genotoxico
inducido por CrO;. Grupos de 5 ratones fueron tratados por via oral con a-tocoferol, g-caroteno o
antraguinona (20 y 50 mg/kg) y por via i.p. con capsaicina, acido ascorbico e indole-2-cairbinol (2,
20 y 100 mg'kg). Al grupo CrOz se le aplicaron 20 mg'kg por via i.p. Para evaluar la proteccion de
los fitoquimicos, estos se combinaron con el CrOz. El dafio de ADN fue evaluade mediante el
analisis de micronlcleos. Muestras de sangre fueron obtenidas de |a vena caudal a las 0, 24, 48 y
72 después de la aplicacion de los tratamientos. Los resultados obtenidos muestran gue la
administracion de fitogquimicos disminuye el dafio al ADN inducido por CrD;. Los porcentajes de
disminucion de dafio al ADN fueron del 75% para la antraguinona y el indole-3-carbinol, del 50%
para el acido ascorbico y a-tocoferol y del 25% para el B-caroteno y la capsaicina. Proyecto
financiado por PAPIT IN202308.

ABSTRACT:

it has been pointed out that dist and lifestyle are associated with the induction of some types of
cancer. However, it was found that some components of fruits and vegetables, that present
antioxidant properties might provide protection for DNA damage. In the present study, we evaluated
the effects of several phytochemicals over genotoxic damage induced by CrD,. Groups of five mice
each were treated by orally with o-tocopherol, B-carotene or anthraguincne (20 y 50 mg/kg) and
intraperitoneally with capsaicin, ascorbic acid or indole-3-carbinol (2, 20 y 100 mg/kg). CrO3 group
injected 20 mg'kg by intraperitoneal route. To evaluate the protection of phytochemicals, these
freatments were combined with Crl;. DNA damage was evaluated by the micronucleus technigue.
Blood samples were obtained from the tail vein at 0, 24, 48 and 72 hours after treatment The
results shown that administration of phytochemicals may decrease DMNA damage induced by CrQOs.
The percentages of decrease in DNA damage were 75% for anthraguinone and indole-3-carbinol,
50% for ascorbic acid and a-tocopherni, and 25% for B-carotene and capsaicin. Financial support
was obtained from DGARPA-UNAM IN209308.

FPalabras clave:
Fitoquimicos, antioxidantes, Cr (W1}, microndcleos.
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EVALUACTON DE LAS FRECUENCIAS DE MICRONUCLEOS EN RATONES HEMBRAS
DE LA CEPA CD-1 TRATADAS CON ACTDM) ASCORBICO, AIFATOCOFEROL Y
BETA-CAROTENOS

| Gsbriels Serrano-Feyes y Ma. dal Canmen Garcis-Fodnizues”

Mopdalidad Cicle
Por favor manque con wma X
Oral Basico
2 | Cartel Intermedio
Video | X | Terminal

Fernmen:

Alzumas vitamunas v sus precursores como los fi-carotencs, el addo ascorbico v los tocoferolas
presentsn propiedades anfiowidantes. por 1o que recientements han llamado la stencion en esmdios
relacionados con la modulacion v el tatmmiento de enfermedades cromico-depensrativas
relacionadas con el dafio al ADN v el estres oxidante como el cancer. Se ha observado que estos
compuestos anficcidantes no solo presentan actividad exogena, sing que tambien pueden sstimular
los mecanismoes endogenes mediante 1a activacion de enrimas Die ahi la importancia de estudiar los
efectos sobre &l material genetico de los constituyentes antoxidantes de la diets, como lo son el
acido ascorbico, los tocoferoles v los carotenos, para lo mual es conveniente usar wm modelo i vive
bajo condiciones confroladas como los ratones de 1a cepa CD-1. En el presente estudio se evaluo la
frernencia de muicromicless (M) en sangre de raton emplesndo 13 técnica de naranja de acriding
Los ratones fueron dividides v tratados de la sipwiente fonma: 1) Testizo, solo se le administro el
velucule, 2) Acido ascorbico (100 mgkg) administrado por via ip., 3) Alfa-tocoferol (20 mzkg)
administrado por via oral (sonds) usando como vehiculo aceite de maiz v 4) Beta-caroteno (50
mgky) administrado por via oral {sonds) usando como velicnlo aceite de maiz Se phservo que la
administracion i vive de addo ascorbico, ana—tu-:uﬂn‘uUb-etaa:amMnnmm:E{hma]matﬂml
gmeh:umteﬂmmmmtumlaﬂemmade‘»ﬂﬁ mi efectos dtotoxicos. Particularmente. sl
acido ascorbico reduce la frecuencia basal de MW posiblements por su potencisl anticcidsnte. Este
esmdio contribuye a 1s informacion basica con fines ds wma posible aplicacion (nso como aditivos en
los ﬂmma]demmmpnnmad&hd:m;mammgaﬂh&eﬁcmaﬂnelmt&ml
genetico inducidos por la exposicion a agentes MMEXTEN0S ¥ CANCETIZEN0E.

FProvecta financiade por PAPIT IN209308.

Palabras clave: (3-5 palaboras)

Arido sscorbico, alfs-tocoferol, beta-carotenos. mucromacleos, dano ADM
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EFECTO DE LAS VITAMINAS (ACIDO ASCORBICO, ALFA-TOCOFEROL) Y
DEL BETA-CAROTENO (PRECURSOR DE LA VITAMINA A) SOBRE EL
MATERIAL GENETICO

Garcia-Rodriguez, M. C., Serrano-Aayes, G. y Altamirano-Lozano, M.

Unidad de Investigacion en Genéfca y Toxcologia Ambiental (LNIGEN), Facuitad de
Estudios Supenores Zaragoza, UNAM, Batalla 5 de mayo s'n Esq Fuerte de Loreto. Cal.
Ejército de Oniente. C.P. 09230, México D.F. Tel (55)56230772.

* grmo@pumaZ. Zaragoza. UNam. iy
RESUMEN:

Se ha observaoo que consiluyentes de |a Gela humana disminuyen ¢ prolegen de la induccion de
2igunos 1ipos de cancar. La mayoria @@ asios inhibidores s8 encuaniran en las frutas y
vardes, da los que 52 ha obsarvado aclividad de anlioxidanie. El objelivo g asie asludio consislio
en evaluar los efectos de acido ascorico, @l afa-iocopherol y los bela-caroiencs sobre ef dafo de
ADN. Grupos e ratones CD-1 fueron agrupanios en: Tesligo (solo se @ administrd el wehiculo);
A-:ﬂ:basmm lua tralado con una S0l cosis de 150 mpkg del peso corporel por i
, Alia-tocoferol, fue tralago con 216 mgkg por via oral (sonda) ¥ Grupo bele-
caroeno (15 gm)pnrvlauralqsnma] B caho de ADN fue avaluaso mediante el analisis oa
micrandciecs (MN) empieando |a Bcnica de naranja de acridina. Muesiras de sange fueron
obtenidas de la vena caudal a las 0, 24, 48y 72 ae después de los fratamienios. Sa obsarvd que |a
adminisiracion de los iratamienios empieados en &l @sludic N0 incrementa ias frecuancias @ MN.
Al parecar incluso el acido escarbico disminuyt 13 frecuencia basal de MN, indicando una posible
praeccion. Por otro [ada, la frecuencia de eritrocilos policromascos (PCE), no se modifict an
ninguno da los iratamienios, lo que sugier™ Que No 58 presaniaron eecios cloltwicos.

RESUMEN:

Cartain naturally cocuming food constituents in the human diet exhibit protectve afects against a
wide renge of carcinogens. Most of thesa inhibitors am found in fruits and green pianis that has
baen reportad 1o be responsible Tor is antioxdant activity by scavanging of free ragicais. The aim of
this study was to delermine the aflecls of ascorbic acid, alpha-locopherol and bata-catolene on
DNA damage. Groups of mice CD-1 srain weme treaied as foliows: Control group (administraied
only wehicla); Ascoric acid group, which was irealed by & singe dose of 150 mg/kg of body waight
by intraperitoneal via; Alpha-tocopharol group, which was trealed with 216 mg/ kg by gavage and
Bela-carcbene group (15 @ kg) by gavage. DNA damage was evaluated by the analysis of
micronucieus (MN) using the acridine orange tachnigue. Biood samples wera oblained from the tad
wvain 0, 24 48 and 72 h afier irealmanl. Rasulis shown Mal e adminisiration of all reaimeanis
eflacls was nol obsarved on MN number. When ascorbic acid was adminisiraied, the number of MN
tanded o decrease, suggesling thal prolec! the DNA. On the oiher hand, the fequency of
polychromatic erythrocytes (PCE), was nol-modfying, suggesting 8 non-cylolaxic aflect. it is
nacessary bo do new axpeariments using other protocals.

Palabras clave Acido ascomico, alfa-tocolerol, bata-carotanas.
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RESUMEN:

Sa na ohsarvaso que consiuyentss o8 13 G8la humana ISmINUYen ¢ prolegen o8 13 inouccion o8
Eiguncs lipos de cancer. La mayoria @@ estos inhibidores se ancueniran an las frutas y

verdes, 0e los que se ha observado aclividad de antioxidanie. El objelivo @@ eske asludio consistit
en evaluar s afecins de Acido EscOMico, @l afa-iocopherol y los beta-carolencs sobre i oaho oe
ADN. Grupos @@ ralonas CD-1 fueron agrupacas an: Tastigo (soio 58 B adminisiro el wahiculo);
ﬁmuasmmnaanmammmmﬁnmwmmmumm
intraperitonaal; Alla-tocofercl, Tue tratado con 216 mgkg por via orad (sonda) ¥ Grupo bets-
caroleno (15 gkg) por via oral (sonda). B cafo de ADN fue evaluaso madsants el analisis 08
micrordiclecs (MN)] empieando |la Bcnica 02 naranja de acridina. Muesiras de sangme [lusron
obtenidas de |z vena caudal a las 0, 24, 48y 72 Op Cespués 0@ os Iratamientos. Sa obsenvd que la
acminisracion de los tratamientos empieados en el estudio No increments 1as fracuancias a8 MN.
Al peracar incluso al &cido escirbico disminuyb 1a frecuencia basal da MN, indicando una posible
proleccidn. Por ofro lado, |2 frecuencia de eritrocios policromaticos (PCE), no s modilicd en
NINGUNO da IS IrEtamientos, |0 que SUgIeE Que NO S8 PeSaNIarn a%eciDs Coltxicos.

RESUMEN:

Cartain naturally cocurming food constituents in the human diet exhibil protectve efacis against &
wide range of carcinogens. Most of hasa innibitors am found in fruits ana grean plants that has
baan mportad 1o ba rasponsibie lor its anlicxaant activily by scawenging of free ragicals. The aim of
this study was to delermine the aflecits of ascorbic acid, alpha-iocopharol and bata-catolene on
DNA damage. Groups of mice CD-1 sirain wem irealed as foliows: Conol group (2dministraied
only vehicke); Ascoric acil group, which was irealea by & singe dose of 150 mg/kg of body weignt
by intraperiloneal via; Alpha-tocopherol group, which was irealed with 216 mg' kg by gavage and
Beta-carotena group (15 @ kg) Dy gevaepe. DNA damage wes evaluated by the analysis of
micrarucieus (MN) using the acridine orange technique. Biood samples wara obtained from the tai
vain 0, 24 48 and 72 h afer ireaimenl. Rasulls shown hal e administration of all eatmeanis
affecls was nol obsarved on MN numbar. When ascorbic acad wes agdminsTaled, the numibsar of MN
tended o decrease, suggesting thal proiect the DNA. On the oiher hand, the fequency of
polychromatic enythrocytas (PCE), wes nol-modifying, suggesting & non-cytotoxic eflect. it s
necessary o do new expariments using other prolocols.

Palabras clave :Acido sscarbico, aifa-focoleral, bata-carotenas.

INTRODUCCION
La exposicion de las poblaciones humanas a diferantes agentes xenobioticos ha
generado un considerabke inlerés en el uso de suplementos detéticos,
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particularmente productos derivados de plantas, debido a que se ha demostrado
que existe una relacion inversamente proporcional entre el consumo de vegetales
y la incidencia de cancer. Esta buUsqueda y el estudio de sustancias con
propiedades protectoras 6 moduladoras del dano al ADN. surge como una opcion
complementaria a los estudios de genotoxicidad, ya que al conocer los
mecanismos de proteccion se pueden generar alternativas para contrarrestar los
efectos de los agentes inductores de daho genotoxico. La dieta es reconocida
como un factor imporiante en la modulacion de distintas enfermedades
relacionadas con el dano al ADN. En estudios epidemiologicos y experimentales
se ha mostrado que algunas plantas o sus componentes presentan actividad como
antimutagenos y tienen efectos protectores en la carcinogénesis humana (Surh y
Ferguson, 2003). Dentro de los componentes vegetales con mayor actividad se
encuentran algunos pigmentos como la clorofila y sus sales, los flavonoides y los
B-carotenos (precursor de vitamina A), asi como las vitaminas C (acido ascorbico)
y la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) (Konopacka et al. 1998; Garcia-
Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2001). Se ha propuesto como principal
mecanismo de proteccion la actividad antioxidante, la cual comprende no solo la
captura de radicales libres y de Especies Reactivas de Oxigeno, sino también la
prevencion de su formacion y la reparacion de las lesiones que ocasionan. Los
antioxidantes exégenos a su vez también pueden estimular los mecanismos
endogenos (activacion de enzimas). Se ha descrito que algunas enfermedades
degenerativas como el cancer, estan relacionadas el estrés oxidativo, de ahi la
importancia de estudiar los efectos antioxidantes y sus efectos en el material
genético (induccion de MN) de los constituyentes de la dieta principaimente de
frutas y vegetales, como lo son el acido ascorbico, los tocoferoles y los carotenos,
para lo cual es conveniente usar un modelo in vivo, bajo condiciones controladas
como los ratones de la cepa CD-1,

METODOLOGIA

Se emplearon ratones de la CD-1 (dos a tres meses de edad), obtenidos del
bioterio Harlan de la Facultad de Quimica. UNAM. Se mantuvieron en condiciones
estériles, a una temperatura y humedad controladas, con fotoperiodo de 12-12
horas luz-oscuridad y libre acceso al agua. Se conformaron grupos experimentales
de 5 ratones, divididos de la siguiente forma: a) testigo, solo se le administro el
vehiculo y b) experimental, a los que se les administrd (acido ascoOrbico, alfa-
tocoferol o beta-caroteno). El tratamiento de acido ascorbico (150 mg/kg de peso
corporal) se administré por via i.p.. mientras que los tratados con alfa-tocoferol
(216 mg/ kg) y beta-caroteno (15 g/ kg) se administraron por via oral (sonda)
utilizando como vehiculo aceite de maiz. Todos los tratamientos se dieron en una
sola dosis. Para la evaluacion del daho al ADN se siguid la técnica de
Microndcleos propuesia por Hayashi ef al. (1991). Se prepararon laminillas
cubiertas con naranja de acridina para colocar las muestras de sangre que se
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obtuvo de la vena caudal y guardar en caja de plastico en la oscuridad a 4 *C
hasta su evaluacion. Las evaluaciones se realizaron en un microscopio de
fluorescencia. Se cuantificaron los eritrocitos policromaticos con formacion de MN
(EPC- MN) que hay en 2000 eritrocitos policromaticos (EPC) por ratén, asi como
la frecuencia de eritrocitos que se encontraron en 1000 eritrocitos totales (EPC +
ENC). A los datos se les calculd el valor absolute de la frecuencia neta de la
induccion de MN (NIF). Esta frecuencia parte de la premisa de que la induccion de
los MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que, al restarle el
nomero de MN evaluados en la hora O a las siguientes horas, se asume que se
obtiene la induccion “neta” de MN (Garcia-Rodriguez ef al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

En los resultados obtenidos se puede observar que la administracion de los
tratamientos de acido ascorbico, alfa-tocoferol y beta-carotenos no incrementan la
frecuencia de MN, con respecto a la hora cero que representa la toma de las
muestras antes de administrar los tratamientos, inclusive al parecer el acido
ascorbico reduce la frecuencia basal de MN.

Estos datos pueden estar relacionados con lo observado en estudios en los
que la ingestion de diferentes porciones de vegetales y frutas en la dieta,
disminuye la formacion de aductos en pacientes con cancer, por lo que existe la
posibilidad de que los componentes antioxidantes de esfte tipo de dieta puedan
disminuir e incluso proteger de la induccion de cancer en el bazo (Peluso et al.,
2000). Estos resultados generan grandes expectativas para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades relacionadas con dano al ADN, como algunos tipos
de cancer, mediante la aplicacion de sustancias con propiedades antioxidantes.
Sin embargo, pese a que ya se han iniciado estudios sobre los efectos de los
componentes de la dieta en pacientes con cancer con buenos resultados (Sato et
al., 1986; Peluso et al, 2000; Diaz et al., 2003; Kensler et al, 2004; Gao y Hu,
2005), las perspectivas para la aplicacion de estos agentes protectores de dano al
ADN ao0n son limitadas. Si bien se estan estudiando los mecanismos de proteccion
que ejercen estos agentes, es necesario conocer los mecanismos de induccién del
dano, para identificar el proceso de iniciacion, promocién y progresion del cancer,
y saber en que momento y bajo que condiciones debe ser aplicade el tratamiento,
y por lo tanto obtener una mayor eficacia. Finaimente, se ha descrito que el efecto
citotoxico puede ser determinado por la reduccion de la frecuencia de EPC, por lo
que se ha sugerido evaluar la relacion de EPC con respecto a los ENC (Vallarino-
Kelly y Morales-Ramirez, 2001), en nuestro estudic no se observaron efectos al
evaluar este parametro en ninguno de los tratamientos administrados.
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Figura 1. Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 10 000
EPC. (*: estadisticamente significativo p<0.05).
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CONCLUSIONES

La administracion in vivo de acido ascorbico, alfa-tocoferol y beta-carotenos no
induce daho al material genético mediante el incremento en la frecuencia de MN,
ni efectos citotoxicos. Particularmente, el acido ascorbico reduce la frecuencia de
MN y el posible mecanismo de proteccion podria estar relacionado con su
potencial antioxidante. Este estudio contribuye a la informacion basica con fines de
una posible aplicacion (uso como aditivos en los alimentos) de estos componentes
de la dieta para proteger de los posibles efectos en nuestro material genético.
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