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Resumen

La exposicidon 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 cancer.
En el presente estudio se evalud el efecto de sustancias componentes de la dieta que han sido
identificadas como agentes quimiopreventivos tales como; el indole-3-carbinol, la antraquinona y
la capsaicina sobre el dafio genotdxico inducido por compuestos cancerigenos [Cr (VI)], 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
(agua inyectable y aceite de oliva), b) Grupo cromo (VI), se le administro 20 mg/kg de CrO; por via
i.p., ¢) Grupo fitoquimico, se les administro antraquinona (20 ug/g, con ambos vehiculos via oral),
indole-3-cabinol (100 pg/g, con ambos vehiculos, via i.p.) o capsaicina (2 pug/g con agua inyectable
y 4 ug/g con aceite de oliva, ambos via i.p.). y d) Grupos experimental, al que se les administro el
fitoquimico (de acuerdo a la dosis y a la via) y posteriormente la dosis de 20 ug/g de CrO; via ip.
Muestras de sangre periférica fueron obtenidas de la vena caudal a las horas 0, 24, 48 y 72
después de la aplicacién 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 los fitoquimicos no incrementan las frecuencias de MN. La administracidn
del CrO; incrementé la frecuencia de MN de manera estadisticamente significativa, lo cual
corroboré el dafio genotdéxico de los compuestos de Cr (VI). Cuando se combinaron los
tratamientos de fitoquimicos con CrO; se observo que disminuyé el dafio genotdxico inducido por
el tratamiento de CrO;, ya que se presentd una disminucién en las frecuencias de MN (hora 48) en
el siguiente orden: 13C (vehiculo; agua inyectable) > 13C (vehiculo; aceite de oliva) > antraquinona
(vehiculo; aceite de oliva) > antraquinona (vehiculo; agua inyectable) > capsaicina (vehiculo;
aceite de oliva-dosis de 4ug/g) > capsaicina (vehiculo; agua inyectable-dosis de 2ug/g). Esto puede
estar relacionado con el potencial antioxidante de los tratamientos para neutralizar las ERO’s y RL
generados por la reduccién del Cr (V1) a Cr (). Se observd que al utilizar el vehiculo de aceite de
oliva al administrar la antraquinona y la capsaicina mejoro la proteccién del dafio al ADN, por lo
que se podria sugerir que es un factor importante en la solubilidad y absorcién de éstos
fitoquimicos en el organismo. Finalmente, la administracion de los tratamientos fitoquimicos y del
CrO; no modificaron las frecuencias de EPC con respecto a los ENC, por lo que no presentan

efectos citotdxicos evaluados con este parametro.
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1. INTRODUCCION

El uso de diversos productos quimicos como los pesticidas y algunos farmacos sintéticos, asi como
las emisiones de automotores e industriales, incrementan la probabilidad de desarrollar
enfermedades crénicas degenerativas relacionadas con el dafio al ADN (Sen, et al., 2010). En
contra parte, en algunos estudios epidemioldgicos se ha observado que el consumo de frutas y
vegetales estd asociado con una disminucién de algunos tipos de cancer (Steinmetz y Potter,
1991; Block, et al., 1992; Steinmetz y Potter 1996). A la induccién de cancer se le ha asociado con
el estilo de vida y la exposicidn agentes mutagenos o cancerigenos, un tercio de esta incidencia se

debe mayoritariamente a factores nutricionales (Fig. 1) (Peto y Doll, 1981).

M 12, Desconocido

M 171 aditives alimenticios

B 140. Procluctos industriales

M 9. Procedimientos médicos y medicamentos
M 8. Contaminacién

M 7_Alcohol

M 6. Faclores geofisicos

M 5. Ocupacion

H 4. Comportamiento reproductive y sexnal
i 3. Infeccion

H 2. Tahaco

35% M 1. Dieta

40% 35% 30 25% 20% 15% 10% 54 0%

Figura 1. Estimacidon de diversos factores de riesgo asociados con las muertes por cancer
(Modificado de Lee, et al., 2003).



1.1 Antimutagénesis

El término antimutagénesis se refiere a la reduccién de la frecuencia de mutaciones espontaneas
o inducidas, de ahi que la accién antimutagénica de un compuesto queda definida como la
caracteristica o accion para disminuir o evitar el dafio al ADN (Kada, 1984). Por su parte, los

anticancerigenos pueden agruparse en dos grandes categorias (Wattenberg, 1985):

1. Agentes de bloqueo, evitan que los agentes mutdgenos o carcindgenos reaccionen
con los sitios criticos de la célula blanco.
2. Agentes supresores, compuestos que inhiben el crecimiento de células

cancerosas.

Existe otro grupo de inhibidores de la mutagénesis que presentan mecanismos diferentes de
disminucién de dafio al ADN, a los cuales se les ha llamado bioantimutagenos ya que actlian como
moduladores de la reparacion del ADN vy la replicacion (Kada, 1984). Los efectos protectores de
los bioantimutdgenos estan relacionados con: 1) Aumento en la fidelidad de la replicacién del
ADN, 2) Estimulacién de la reparacion de errores en el dafio al ADN e 3) Inhibicién de la

reparacion de sistemas inductores de errores (Simic, et al., 1998).

Por otra parte existen antimutagenos que pueden a su vez actuar como desmutagenos, es decir
tienen la capacidad de atrapar a los mutdgenos en los tejidos o fuera de la célula (molécula
interceptora) e inactivar a los mutagenos quimicos reduciendo su biodisponibilidad, ademas de
que facilitan la excrecién de estos al formar complejos y por lo tanto impide lesiones al ADN

(Tachino, et al., 1994; Kuroda, et al., 2001; Dashwood, 2002).

Los antimutagenos pueden actuar por alguno de los siguientes mecanismos (Kuroda y Shankel,

1990):

a)lnactivacion quimica de los mutagenos.
b) Inactivacién enzimatica.
¢) Inhibicién de la activacién metabdlica de promutagenos.

d) Inactivacion de los mutagenos activados (incluidos la recoleccion de residuos).



Dentro de las sustancias que se han descrito con propiedades antimutdgenas se encuentran los
antioxidantes, los cuales son de especial interés porque se han asociado con la inhibicién de la
iniciacion, promocién y progresion tumoral. Los mecanismos de los antioxidantes sobre la
inhibicién de la mutagénesis y de la carcinogénesis estan relacionados con la captura de especies
reactivas de oxigeno (ERQO’s) y radicales libres (RL), los cuales a su vez estan vinculados con el
dafio al ADN (De Flora, 1998). Es por eso que en la actualidad el estudio de los fitoquimicos con
propiedades antioxidantes componentes de la dieta (frutas y vegetales) ha llamado la atencion

(Murcia, 2001).

La busqueda de inhibidores de la mutagénesis puede ser Gtil para el descubrimiento de agentes
anticancerigenos, ya que los mecanismos de accién inhibitoria de los mutagenos han sido

aclarados, su utilidad en la prevencion del cancer es mas convincente (Simic, et al., 1998).

1.2 Antioxidantes

El sistema de defensa antioxidante estd constituido por un grupo de sustancias que al estar
presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable retrasan o previenen
significativamente la oxidacién de éste. Como sustrato oxidable se pueden considerar todas las
moléculas orgdnicas o inorganicas que se encuentran en las células vivas como proteinas, lipidos,
hidratos de carbono y las moléculas de ADN (Thomas, 1994; Halliwel, 2008). Los antioxidantes
impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-interactuar mas rapido con los RLy
las ERO’s que con el resto de las moléculas presentes. La accidén antioxidante es de sacrificio de su
propia integridad molecular para evitar alteraciones de moléculas funcionalmente vitales (Reitter,
1995). Su accién la realizan tanto en medios hidrofilicos como hidrofébicos. Actlan como
eliminadoras, con el objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante a favor de éstos
ultimos. Dentro de los antioxidantes enddgenos se encuentran: a) la catalasa, b) la superdxido
dismutasa (SOD), c) la glutation peroxidasa, d) la peroxidasa y e) el glutatidon (GSH) (Zorrilla-Garcia,

2002).

Se ha observado que los antioxidantes poseen un papel protector frente a los dafios inducidos por
los RL, los cuales se han asociado con algunos tipos de cancer, las alteraciones cardio-circulatorias

y neuro-degenerativas, asi como la artritis entre otras (Thiidus, 1991). Dentro de los antioxidantes



también se encuentran los exdégenos como el acido ascérbico, el alfa-tocoferol, los beta-
carotenos, las catequinas, el resveratrol, los flavonoides y las clorofilinas (Wayner, 1985). De ahi
que la ingesta de antioxidantes naturales juega un papel importante en la defensa de los efectos
daiinos de los agentes oxidantes. Algunos de los antioxidantes exégenos han sido identificados
también como anticancerigenos (Ames, 1983) y se pierden al neutralizar los RL, por lo que la

reposicion de ellos debe ser continua, mediante la ingesta de alimentos que los contengan.

Dentro de la dieta existe una amplia variedad de compuestos biolégicamente activos con
propiedades antimutdgenas y anticancerigenas presentes principalmente en las frutas vy
vegetales, por lo que se le han utilizado en la medicina tradicional desde hace miles de afios
(Greenwald, 2001; Aggarwal, et al., 2006). Las acciones bioldgicas de los fitoquimicos se han

atribuido principalmente a sus propiedades antioxidantes.

Recientemente, se ha mostrado que los antioxidantes pueden utilizarse como agentes
terapéuticos en enfermedades causadas por el estrés oxidante, al observar que los extractos de
plantas y sus fitoconstituyentes son capaces de capturar RL e inhibir la peroxidacién lipidica
(Sen,et al., 2010). De ahi que la quimioprevencién se ha planteado como una estrategia en el
tratamiento de algunas enfermedades relacionadas con el estrés oxidante, esta consiste en el uso
de agentes para inhibir, retardar o revertir los dafios inducidos por agentes quimicos (Surh, 2003).
Dentro de los agentes quimiopreventivos han llamado la atencion compuestos como la

antraquinona, la capsaicina y el indole-3-carbinol por sus propiedades antioxidantes.



1.3 Antraquinona

La antraquinona pertenece al grupo de los antracenos, su nomenclatura quimica es 9,10-
dioxoantraceno (C14Hs0,). Es una molécula insoluble en agua (hidrofébica) debido a su estructura
y a la presencia de algunos grupos funcionales que pueden estar anclados a ella (fig. 2) (Bonose-

Crosnier, et al., 2011).

[+

Figura 2. Molécula de antraquinona (Modificado de Bonose-Crosnier, et al., 2011)

Las antraquinonas son un importante grupo de compuestos secundarios encontrados en
bacterias, hongos, liquenes y plantas superiores las cuales la ocupan como base de pigmentos,
principalmente se encuentran en las familias de plantas, que incluye las Rubiaceae, Rhamnaceae,
Poligonaceae y Leguminoceae (Borroto, 2005). Dentro de los efectos bioldgicos a los que se ha
asociado se encuentra la actividad antimicrobiana (Brown, et al, 1980), el efecto
inmunosupresivo (Huang, et al., 1992), y la actividad vaso-relajante (Huang, et al., 1991). Entre las
quinonas de interés bioldgico, se encuentran algunas antraquinonas y naftoquinonas por sus
propiedades terapéuticas relacionadas con actividades antiinflamatorias y/o anticancerigenas.
Algunas antraciclinas y la mitomicina se les ha dado utilidad clinica con gran éxito en el
tratamiento de algunos tipos de cancer. Las quinonas pueden tener un origen natural o sintético

(Powis, et al., 1989; Bonose-Crosnier, et al., 2011)

A las antraquinonas se les ha relacionado como agentes de bloqueo, y con la reduccién de la
mutagenicidad mediante la inhibicion de aductos de ADN a través de la interaccién microsomal,
activando enzimas que inhiben metabolitos activos e interactuando directamente con el

metabolito, para inhibir la accidn con el ADN (Jyu, et al., 1995).



1.4 Indole-3-carbinol

El indole-3-carbinol (13C) es un glucosinolato también llamado indole-3-glucosinolato (CsHgNO), es
un derivado de la hidrdlisis glucobrasicina. Los glucosinolatos se disocian por la hidrdlisis
catalizada por mirosinasa en un medio acido. La mirosinasa es una enzima que se libera cuando se
dafian las células vegetales (como cuando se cortan o mastican) formando el I3C que genera los
metabolitos diindoilmetano y indoilcarbazol. La nomenclatura quimica es 3-indolmetano y su

estructura se muestra en la figura 3 (Grose, et al., 1992; Dorette, et al., 1997)

OH
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Figura 3. Molécula de indole-3-carbinol (Modificado de Ferguson, 1994)

Los glucosinolatos se encuentran principalmente en los vegetales cruciferos como el brdécoli, la
col, la col de Bruselas, la coliflor, la col rizada y los nabos entre otros (Oganesian, et al., 1997). El
I3C se ha asociado con efectos anti-aterogénicos, antioxidantes y anticancerigenos (Grose, et al.,
1992; Li, et al.,, 2003). Una actividad inhibitoria posible del indole contra tumorigénesis se
relaciona principalmente con la inhibicidén de la activacién de promutagenos/procarcindgenos, la
induccion de mecanismos de desintoxicacidn y la estimulacidn de la activacidon coordinada con la
desintoxicacion y el blogueo de metabolitos reactivos (Bronzetti, et al., 1993) que estan
implicados sobre las actividades de las enzimas de fase 1 y 2 de la biotransformacién (Boone,
1990). También se ha observado que el I3C puede presentar efectos sobre algunos genes
relacionados con el cancer, mediante la activacidon o supresion de genes. Cabe sefialar que en los
diferentes estudios en los cuales se ha administrado el I3C no se han observado efectos téxicos
significativos, por lo que podria ser un buen agente quimiopreventivo (Ferguson, 1994; Li, et al.,

2003).



1.5 Capsaicina

La capsaicina pertenece al grupo de los capsaicinoides o fenilpropanoides que presenta el efecto
pungente en los pimientos del género Capsicum. La nomenclatura quimica de la capsaicina es
trans-8-metil-N-vanillil-6-nonenamide (C,5sH,7NO;) y su estructura se muestra en la figura 4 (Su, et

al., 2001; Moran-Bafiuelos, 2008).

HsCO -

OH

Figura 4. Molécula de capsaicina (Modificado de Aggarwal, 2006)

La capsaicina es un compuesto fendlico que tiene una amplia gama de propiedades
farmacoldgicas debido a su actividad analgésica y antiinflamatoria. En la practica clinica
actualmente se le emplea para aliviar malestares relacionados con la artritis reumatoide, la
osteoartritis y la neuropatia diabética (Su, et al., 2001). A la capsaicina se le han atribuido
propiedades antioxidantes e incluso anticancerigenas, ya que se ha observado que es capaz de
inhibir el crecimiento de células cancerosas de mama, colon, gastricas y de prostata mediante la
induccién de la apoptosis (Djamgoz e Isbilen, 2006; Oyagbemi, et al., 2010). Al respecto se ha
descrito como uno de los mecanismos de proteccion de la capsaicina la inhibiciéon de la union
covalente de los Benzopirenos por ejemplo al ADN, en estudios realizados en queratinocitos de
humanos y de ratén (Modly, et al., 1986). También se ha observado que la administracién a corto
plazo de capsaicina inhibe de forma significativa las aberraciones cromosémicas (AC) y
rompimientos de la cadena de ADN inducidas por la administracion via i.p. de ciclofosfamida, con
lo que se demuestra el potencial terapéutico que presenta la capsaicina contra agentes quimicos

mutéagenos que inducen clastogenicidad (Krishna, et al., 1995).



1.6 Estrés oxidante

Se ha observado que los RL pueden presentar efectos perjudiciales o benéficos en los organismos.
En bajas o moderadas concentraciones los RL estdn implicados en las funciones fisioldgicas
normales, pero en altas o excesivas concentraciones conducen a estrés oxidante, este es un
proceso perjudicial que puede ser el mediador del dafio de las estructuras celulares, incluyendo
lipidos, proteinas, el ARN y el ADN que conduce a diversas enfermedades (Sen, et al., 2010). Los
RL estan implicados como promotores enddgenos de los procesos degenerativos, tales como
dafos en el ADN que pueden estar relacionados con la induccién de algunos tipos de cancer,

enfermedades cardio-vasculares, neurodegenerativas y envejecimiento (Ames, 1983).

1.6.1 Radicales libres

La oxidacién es la transferencia de electrones y estd implicada en los procesos aerdbicos del
metabolismo celular. El oxigeno es el ultimo aceptador de electrones en el sistema de flujo de
energia (ATP). Sin embargo, cuando el flujo de electrones es incompleto (transferencia de un
electrén no apareado) se generan radicales libres (RL), los cuales son altamente reactivos, por lo
gue pueden reaccionar con otras moléculas generando nuevos RL, produciendo superdxido (0,-),
oxigeno singlete (10,), hidroxil ((OH). En el estrés oxidante también estan implicadas la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ERQO’s), tales como perdxido de hidrégeno (H,0,) y las especies
reactivas de nitrégeno (ERN) como el éxido nitrico (NO-) y el didxido nitrico (NO,+) (Halliwell, et
al., 1995). A pesar de todos estos hallazgos alin se desconoce el significado fisioldgico preciso de
la induccién de las ERO’s y su intervencion en los sistemas que controlan el crecimiento y la
diferenciacion celular, lo que llevaria a comprender mejor las causas de diversas enfermedades

(Konigsberg, 2008).

1.6.2 Estrés oxidante y dafo al ADN

El mecanismo por el cual las reacciones de oxidacidon que suceden dentro de las células, como
resultado del metabolismo aerdbico, ha sido objeto de muchos estudios, por lo que una gran
parte de las reacciones se han podido esclarecido. Se ha observado que tanto las ERO’s y las ERN

pueden modificar al ADN y tener consecuencias bioldgicas como las mutaciones y



transformaciones celulares (carcinogénesis), envejecimiento celular e incluso puede llevar a la
muerte celular. Las especies reactivas (de oxigeno o nitrogeno) pueden al interactuar
directamente con el ADN, afectar la transduccion de sefiales y la comunicacién intracelular, asi
como la proliferacidn celular (Konigsberg, 2008; Hernandez-Garcia, et al., 2010). Se ha propuesto
que la posible asociacion de la generacién de RL con la carcinogénesis se deba a la hidroxilacion
de bases nitrogenadas, a la escision de hebras de ADN y a la formacion de entrecruzamientos

entre otros efectos (Maxwell, et al., 1997).

1.7 Cromo

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
dcidas y oxidantes en procesos de cromado, pigmentos, ferrocromos, curtido de cuero y

soldaduras (EPA, 1998).

1.7.1 Genotoxicidad de los compuestos del cromo

Se ha observado que los compuestos de cromo 6" (Cr VI) son potencialmente téxicos y
cancerigenos, ya que se pueden reducir intracelularmente de Cr (VI) hasta Cr (lll) generando
estrés oxidante que induce dafio al ADN. La actividad bioldgica del Cr (VI) se debe a los
mecanismos bioquimicos en los que estan involucrados el ciclo redox mediante la produccion de
ERO’s. El Cr (VI) pasa facilmente la membrana celular por los canales de proteinas, en donde,
algunos componentes pueden ser reducidos intracelularmente por el peréxido de hidrégeno
(H,0,), la glutation reductasa, los carbohidratos, el acido ascérbico, el citocromo P-450 y el
aldehido oxidasa entre otros. El Cr (V1) al ser reducido produce reactivos intermedios como el Cr

(V), Cr (IV) y finalmente Cr (lll) (O’Brien, et al., 2003), como lo muestra la figura 5.



Figura 5. Principales rutas involucradas en las lesiones de ADN causadas por compuestos de Cr (VI)
y sus subproductos (Tomada de Pereyra 2010 y Modificado de OBrien, et al., 2003.)

Por su parte, el Cr (V), Cr (IV) y Cr (lll) también pueden interactuar directamente con el ADN
formando: a) Aductos de Cr-ADN, b) Entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas, c)

Rompimientos del ADN y d) Dafo en las bases del ADN; lo que podria estar relacionado con la
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carcinogénesis causada por los compuestos de Cr (V1) (Zhitkovich, 2005; Valko, 2006; Salnikow, et
al., 2008). A pesar de Cr (lll) no es considerado un carcindgeno humano al no atravesar la
membrana celular, si interviene en la carcinogénesis provocada por Cr (VI), ya que se forma
intracelularmente a partir del Cr (VI) e interaccionando directamente con el ADN (Snow, 1991). Se
ha observado que los trabajadores en las ramas industriales como el manejo de acero, curtidurias
y cromado, es decir que emplean compuestos de Cr (V1) presentan una mayor induccién de cancer
en las vias respiratorias y hepatocarcinomas, por lo que se le ha reconocido como un peligro para
la salud (Henkler, et al., 2010). De ahi que, la Agencia Internacional para la Investigacion del
Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) en 1972, clasifico a los compuestos de cromo (VI) como
carcinégenos humanos, ubicdndolo en el grupo |1, ya que afectan principalmente a las poblaciones

humanas ocupacionalmente expuestas.

1.8 Evaluacién de dafo genotodxico

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

Hayashi et al., 2000).

1.8.1 Ensayo de micronticleos
Dentro de los ensayos para evaluar el dafio al ADN la técnica de MN ha sido recomendada por
diversas agencias reguladoras tales como La Agencia de Proteccién Ambiental (EPA, por sus siglas
en inglés), la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC) y la Administracién de
Drogas y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) (Mavournin et al., 1990; Miiller et al., 1999). La
técnica de MN fue desarrollada por Boller y Schmid en 1970. Detecta dafio citogenético asociado
con la frecuencia de AC, ya que evalua el dafio en cromosomas enteros o en fragmentos, ademas

de que puede ser auxiliar en la evaluacién del dafio citotoxico.

Los MN son pequefios cuerpos de cromatina que se originan de fragmentos de cromosomas o

cromosomas completos, que no se incorporan dentro del nucleo después de la mitosis,

11



identificandose en el citoplasma como pequefios nucleos adicionales (Ledebur y Schmid, 1973;
Hayashi et al., 2000). Los MN se originan en alguno de los siguientes eventos: AC que conllevan a
la formacidn de fragmentos acéntricos (dafio clastégeno) o dafio a nivel de proteinas involucradas
directa o indirectamente en la segregacién de cromosomas, esto incluye inhibicién en el ensamble
o desensamble de microtubulos, remocién de cinetocoros, dafios al centriolo, centromero

inactivado (dafio aneuploidégeno) (Figura 6) (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders et al., 2003).

Los MN pueden ser facilmente detectados, ya que son de forma redonda con un didmetro de
alrededor de 1/20 a 1/5 de un eritrocito. Un incremento en la frecuencia de MN en animales
tratados con agentes quimicos, indica que estos agentes son inductores de dafio cromosémico
(Mavournin et al., 1990; Hayashi et al., 2000). En las células eritroides de distingue claramente a
los eritrocitos jovenes y maduros. Los eritrocitos policromaticos (EPC, eritrocito joven) todavia
contienen ARN, son basofilos y el nlcleo principal es expulsado, si un MN se ha formado
permanece en el citoplasma anucleado. Los EPC con el tiempo pierden el ARN y se convierten en
eritrocitos normocromaticos (ENC, eritrocito maduro), mas pequefios que los EPC y son aciddfilos

(Ledebur y Schmid, 1973; Hayashi et al., 1990).

Figura 6. Procesos de formacién de micronucleos. Clastégeno, por ruptura cromosémica.
Aneuploidogéno, por falla en el huso mitético.
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2. JUSTIFICACION

Hoy en dia las poblaciones humanas se encuentran expuestas a diversos agentes que pueden
aumentar el riesgo de padecer algun tipo de enfermedad asociada con el dafio al ADN, como lo
son algunos tipos de cancer, en contra parte se ha descrito en estudios epidemiolégicos que el
consumo de frutas y verduras es benéfico para la salud, ya que contienen sustancias que de
alguna manera controlan o protegen a los organismos de los efectos de algunos agentes
inductores de cancer. Por lo que actualmente se considera que los productos derivados de las
plantas (fitoquimicos) causan un efecto benéfico para la salud y son importantes para mantener
un equilibrio antioxidante. La mayoria de los agentes quimiopreventivos han sido relacionados a
la proteccidn del cancer, tal es el caso los componentes obtenidos de los cruciferos (Indole-3-
carbinol), las leguminosas (antraquinona) y las especies de chile del género Capsicum (capsaicina).
Al ser estos vegetales parte de la dieta de la poblacién mexicana, resultan de interés para su
estudio con fines de una futura aplicacién en la quimioprevenciéon como terapia alternativa contra
el cancer. Por lo cual, en ésta investigacidn se evaluaran los efectos de fitoquimicos con potencial
quimiopreventivo o quimioprotector de los componentes de la dieta como lo son el indole-3-
carbinol, la antraquinona y la capsaicina sobre las frecuencias de microntcleos (MN) inducidas por
trioxido de cromo (CrOs) en eritrocitos policromaticos (EPC) en sangre periférica de ratones

macho de la cepa CD-1.

3. HIPOTESIS

Si en diversos estudios se han descrito que algunos compuestos de cromo (VI) inducen efectos
mutagenos, citotdxicos, genotdxicos y cancerigenos; al atravesar la membrana celular y producir
estrés oxidante por la reduccién a cromo (lll). La generacion ERO’s y RL como producto del estrés
oxidante, provocando dafio al ADN, ya que pueden inducir rompimientos, entrecruzamientos y
formacion de aductos en la cadena de ADN, induciendo la formacidon de micronucleos. En contra
parte, se ha mostrado que los compuestos fitoquimicos pueden actuar como antioxidantes y
proteger del estrés oxidante que dafia al ADN, entonces se espera que al administrar fitoquimicos
antioxidantes tales como la Antraquinona, Capsaicina e indole-3-carbinol previamente a la
administracién de Cr (VI) [CrOs] se disminuya la inducciéon del dafio genotdxico, mediante el

decremento de las frecuencias de MN.
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4. OBIJETIVOS

4.1 General

Evaluar y comparar los efectos del indole-3-carbinol, la antraquinona y la capsaicina sobre el dafio

genotodxico inducido por el triéxido de cromo en ratones macho de la cepa CD-1

4.2 Particulares

e Encontrar la dosis no genotdxica de los fitoquimicos capsaicina, antraquinona e indole-3-
carbinol mediante la evaluacién de la cinética de induccion de MN en muestras de sangre

periférica obtenidas a las 24, 48 y 72 horas de ratones macho de la cepa CD-1.

e Evaluar los efectos de la capsaicina, la antraquinona y el indole-3-carbinol sobre el dafio
genotdxico inducido por CrOs, mediante las evaluaciones de las frecuencias de

micronucleos en sangre periférica de ratones macho de la cepa CD-1.

e Evaluar los efectos de la capsaicina, la antraquinona y el indole-3-carbinol sobre el dafio
citotoxico inducido por CrOs;, mediante las evaluaciones de las frecuencias de EPC en

sangre periférica de ratones macho de la cepa CD-1.

e Comparar los efectos de la capsaicina, la antraquinona y el indole-3-carbinol sobre el
dafo genotdxico y citotdxico inducido por CrO;, mediante las evaluaciones de las

frecuencias de microntcleos en sangre periférica de ratones macho de la cepa CD-1.

5. MATERIALY METODO

5.1 Animales

Se utilizaron ratones machos jévenes, de la cepa CD-1, de 7 u 8 semanas de edad y de un peso de
25 a 35 g. Para lo cual se desarrollo un pie de cria en el bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, con ratones que se obtuvieron del bioterio Harlan de la Facultad de
Quimica, UNAM. Los ratones se mantuvieron en condiciones controladas de temperatura y
periodos de luz-oscuridad (12-12 h) y se alimentaron con nutricubos (Purina) con libre acceso al

aguay alimento.
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5.2 Reactivos

Los reactivos que se emplearon en el estudio se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO.
USA) y Quimica Meyer: triéxido de cromo, CrO; (CAS No. 1333-82-0); indole-3-carbinol (I-3-C),
CoHgNO (CAS No. 700-06-1); antraquinona, C14HgO, (CAS No. 84-65-1); capsaicina, CisH,7NO; (CAS
No. 404-86-4); Naranja de acridina, Cy7H,oN3Cl (CAT No. 1775-25).

5.3 Tratamientos

Los fitoquimicos y el CrO; fueron preparados mediante su disolucién en agua inyectable estéril,
una vez preparados fueron administrados inmediatamente de acuerdo a la dosis y via basados en
estudios previos y la LDs, (Krishna, et al., 1995; Marczylo, et al. 2003; Bailey, et al., 2005), en un
volumen de alrededor de 0.25 ml por ratén. Se utilizoé tanto el agua como aceite de oliva como

vehiculo, dado que los fitoquimicos empleados presentan dificultad para disolverse (figura 7).

Se emplearon grupos de cinco ratones macho, de acuerdo a los lineamientos para pruebas de
Genotoxicidad de la FDA, EPA y IARC. Para todos los protocolos, los grupos se dividio de la

siguiente forma:
a) Grupo testigo, se les administro solamente el vehiculo.

b) Grupo fitoquimico, se les administro antraquinona (20 pg/g, con ambos vehiculos via
oral), indole-3-cabinol (100 ug/g, con ambos vehiculos, via intra peritoneal [i.p.]) o

capsaicina (2 y 4 pg/g con agua y aceite de oliva respectivamente via i.p.).
c) Grupo cromo (VI), al que se les administro 20 pg/g de CrO; via i.p.

d) Grupo experimental (CrOs-Antraquinona, CrO;-Capsaicina, CrOs-indole-3-carbinol), al que
se les administro el fitoquimico (de acuerdo a la dosis y a la via) y posteriormente la dosis

de 20 pg/g de CrO; via i.p.
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Figura 7. Protocolos de administracion.
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5.4 Preparacion de laminillas con naranja de acridina

La naranja de acridina se disolvié en agua destilada una concentracién de 1 mg/ml. Se tomaron 10
pul  de esta solucion y se colocaron sobre las laminillas precalentadas (con una placa de
calentamiento) a 70 °C aproximadamente, con ayuda de otro porta objetos se extendio el
colorante. Las laminillas se dejaron secar a temperatura ambiente en oscuridad, asi se

almacenaron hasta su uso (Hayashi, et al., 1990).

5.5 Obtencidn de sangre periférica

La evaluacion de la frecuencia EPC y de MN se llevo a cabo obteniendo sangre periférica de la
vena caudal de los ratones, a partir del dia en que fueron administrados los tratamientos. Las
muestras se colocaron directamente en las laminillas previamente tratadas con naranja de
acridina, y se les colocd un cubreobjetos y posteriormente se sellaron de las orillas. Las laminillas
preparadas se guardaron en cajas de plastico a 4 °C durante 12 h. El analisis de las laminillas se
hizo lo mas pronto posible, procurando no analizar laminillas que tuvieran un periodo de tiempo
mayor a 5 dias, ya que el material podia empezar a degradarse. Se prepararon 2 laminillas por

muestra (Fig. 8).

5.6 Evaluacion de micronucleos

Con ayuda de un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) con filtros DIA-ILL y TRIPLE D-
F-T y un objetivo de 100X se contabilizaron 1000 eritrocitos normocromaticos (ENC). Para evaluar
el dafio citotdxico, se contabilizaron 1000 eritrocitos con los que se obtuvo la frecuencia de los
EPC respecto a los ENC. Al haber contabilizado 2000 EPC se distinguié la presencia de
microntcleos (EPCMN) o ausencia de éstos. Se tomo como referencia la coloracién de las células
para su identificacién: las células en color obscuro son ENC, las de color rojizo son EPC y las células

de color rojizo con un punto en el centro color amarillo es un EPC micronucleado (EPCMN).
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5.7 Analisis estadistico

Los valores obtenidos por la frecuencia de la Induccidon de MN vy la frecuencia de los EPC respecto
a los ENC se presentan en forma de media + desviacion estandar. A estos datos se les compararo
mediante un analisis de varianza seguida de una prueba de Tukey, utilizando el paquete
estadistico de SPSS versién 16. Para los casos de NIF y DIF se les aplico una prueba de de Chi
cuadrada (x?) para determinar la significancia de las frecuencias con el paquete estadistico
STATISTICA version 7. El nivel de significancia fue de p< 0.05 para todos los casos (Adler, et al.,
1998).

Figura 8. Administraciéon de tratamientos, toma de muestras y evaluacidn de laminillas.
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6. RESULTADOS

Efecto del I3C sobre dafio genotoxico del CrO3;

En el cuadro 1 se muestran los promedios de las frecuencias de MN * la desviacidn estandar (d.e.)
de las muestras de sangre periférica tomadas a las 0, 24, 48 y 72 horas después de la
administracién de los tratamientos. Se puede observar que la administracién sola por via i.p. de
100 pg/g del 13C no incrementé de forma estadisticamente significativa las frecuencias de MN al
comparase con el grupo testigo y contra su propia hora 0 (es decir antes de la administracién del
tratamiento). Cuando se administraron por via ip. 20 pg/g de CrO; se incrementaron los
promedios de las frecuencias de MN de forma estadisticamente significativa desde la hora 24
(alrededor de 2 MN) hasta la hora 72 (alrededor 5 MN) siendo mayor el incremento a la hora 48
(alrededor de 6 MN). Mientras que, al administrar la misma dosis del I13C previa a la aplicacion del
CrO; se observa una disminucion de las frecuencias de MN al comparar con el grupo tratado solo
con el CrO;, mismas que ya no resultaron estadisticamente significativas al comparar con el grupo

testigo y contra su hora 0.

Dado que las frecuencias de MN cuando aln no se habian administrado los tratamientos (hora 0)
fueron diferentes en todos los grupos estudiados, se calculé la Frecuencia de la Induccién Neta de
MN (NIF, por sus siglas en inglés) con la finalidad de contabilizar solo los MN que se indujeron una
vez administrados los tratamientos, ya que este pardmetro consiste en restar el valor observado a

la hora O a las siguientes evaluaciones:
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NIF= MN; xi-MN; Xg

Donde:
a= grupo
X;= tiempo de evaluacion (24, 48 6 72 h)

Xo= tiempo 0

J

Cuadro 1. Promedios de la frecuencia de la induccién de MN en el tratamiento de indole-3-

carbinol con vehiculo de agua inyectable.

Tratamiento MN/2000 cel. (fH
{21 )
Testigo 0 5 0 2.4+1.1
24 1.0+0.7
48 1.0£1.2
72 1.4+0.8
indole-3-carbinol 100 5 0 0.840.8
24 1.4+0.8
48 1.4+1.1
72 1.8+1.9
Cro; 20 5 0 1.2+1.6
24 3.6#2.3 @b
48 7.4%¥1.6  ab,
72 6.0£1.2  ab
indole-3-carbinol/CrO;  100-20 5 0 1.0+1.0
24 2.4+0.5
48 1.8+1.78
72 1.0£1.0

? p<0.05 vs testigo h 0; ° p<0.05 vs CrO; h 0
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En la figura 9 se muestra el NIF de MN para los diferentes tratamientos administrados en el
estudio, en donde se puede observar mds claramente la reduccién de las frecuencias de MN (48%,
87% y 100% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente) al comparar con el grupo tratado con CrO;,
lo que corrobora la proteccion del dafio al ADN del 13C. Sin embargo, cabe sefialar que al analizar
con este parametro las frecuencias de MN estas resultaron estadisticamente significativas a las 24
y 48 horas al compararlos con el grupo testigo, por lo que si bien hay una proteccién del dafio al

ADN, esta solo fue parcial.

De igual manera, se calculé la Frecuencia Diferencial de Induccién de MN (DIF, por sus siglas en
inglés) la cual consistié en restar las frecuencias de MN observadas en cada hora de evaluacion
del grupo testigo a las respectivas frecuencias de MN de los grupos tratados de la siguiente forma

(Garcia, 2006):

DIF= MNa Xi-MNt X

Dénde:
a= grupo
t= grupo testigo

x;= tiempo de evaluacién (24,48 o 72 hrs.)
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Fig. 9. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 100 pg/g via i.p. de indole-3-carbinol con vehiculo de agua inyectable.
(7. . Estadisticamente significativos p< 0.05)
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Como se muestra en la figura 10 al igual que para el cdlculo del NIF, se observa un
comportamiento similar entre los grupos tratados con 13C (linea azul) e 13C-CrO; (linea verde), lo
cual corrobora que el tratamiento con 13C protege del dafio inducido por el CrOs. Al realizar este

analisis solo resulté estadisticamente significativo el tratamiento con el CrOs.
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Fig. 10. Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis via i.p. de 100 pg/g de indole-3-carbinol con vehiculo de agua inyectable.
(5> . Estadisticamente significativos p< 0.05)

Como se menciond anteriormente la proteccion observada del I3C no fue total, esto puede estar
relacionado con la poca solubilidad del I3C en agua, por lo que se opto emplear otro vehiculo, en
este caso el aceite de oliva. En el cuadro 2 se muestran los promedios de la induccidon de MN % Ia
d.e. de las evaluaciones realizadas durante 72 horas después de la administracion del
tratamiento. Al grupo testigo se le administré solo el vehiculo por via i.p. (0.25 ml de aceite de
oliva), se puede observar que no se incrementé la frecuencia de MN, al compara con los datos
obtenidos durante la administracion del vehiculo de agua (cuadro 1). De igual forma se observa
que al administrar solo el I3C via i.p. (100 pg/g) no se aumentaron las frecuencias de MN. El
efecto genotdxico del CrO; se corrobord, al incrementarse las frecuencias de MN. Sin embargo, al

administrar el I3C empleando el aceite de oliva como vehiculo previo a la aplicacién del CrO; se
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observa una mayor disminucién en la induccién de las frecuencias de MN solo en la hora 24
respecto al grupo 13C-CrO3 con vehiculo de agua inyectable (cuadro 1). Este efecto se puede ver
mas claramente en el andlisis del NIF y DIF (figura 11 y 12 respectivamente), al obtener
reducciones de las frecuencias de MN del 86%, 72% y 100% a las 24, 48 y 72 horas

respectivamente.

Cuadro 2. Promedios de la frecuencia de la induccién de MN en el tratamiento de indole-3-

carbinol con vehiculo de aceite de oliva.

Tratamiento Dosis ‘ n Hora MN/10000 cel.

(ng/g) (TP ) )
Testigo 0.25 ml de 5 0 2.41+0.8
vehiculo via 24 1.4+1.5
i.p. 48 1.4+1.5
72 1.810.8
indole-3-carbinol 100 5 0 1.6+1.1
24 1.8+1.3
48 1.0£1.0
72 1.0+0.7
CrO; 20 5 0 1.6+1.1

24 6.841.9 *°

48 9.8+2.8 "

72 44+1.1 b
indole-3-carbinol/CrO; 100-20 5 0 2.2+0.8
24 1.8+1.4

48 5.4+0.8 ¢
72 1.0+£1.0

® p<0.05 vs testigo h 0; b p<0.05 vs CrO; h 0; © p<0.05 vs I3C-CrO; h 0
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Fig. 11. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 100 pg/g via i.p. de indole-3-carbinol con vehiculo de aceite de oliva
(3¢ . Estadisticamente significativos p< 0.05)
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Fig. 12. Andlisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 100 ug/g via i.p. de indole-3-carbinol con vehiculo de aceite de oliva.
( 7. Estadisticamente significativos p< 0.05)

Efecto de la antraquinona sobre dano genotoxico del CrO;

En el cuadro 3 se muestran los promedios de las frecuencias de MN % la d.e. de las muestras de
sangre periférica tomadas cada 24 horas, hasta la hora 72 después de la administracién via oral de
20 pg/g de la antraquinona. Se puede observar que no hay un incremento en las frecuencias de
MN estadisticamente significativo al administrar solo la antraquinona al compararse con el grupo
testigo y contra su propia hora 0. Por el contrario, al administrar via i.p. 20 pg/g de CrO; se
incrementaron los promedios de las frecuencias de MN en todas las horas evaluadas (entre2 y 6
MN). Sin embargo cuando se administrd la antraquinona previamente a la aplicacion del CrOs, el
incrementd de MN solo se observd a la hora 24 (alrededor de 3) respecto su propia hora 0 y al
grupo testigo el cual resulté estadisticamente significativo, mientras que, a las 48 y 72 horas se
presentd una disminucién en las frecuencias de MN respecto al grupo CrO; en sus respectivas
horas, las cuales no resultaron estadisticamente significativas al compararlas con el grupo testigo

y con su propia hora 0.
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Cuadro 3. Promedios de la frecuencia de la induccion de MN en el tratamiento de antraquinona

vehiculo de agua inyectable.

Tratamiento Dosis n Hora
(ne/g)
Testigo 0 5 0
24
48
72
Antraquinona 20 5 0
24
48
72
CrO3 20 5 0
24
48
72
Antraquinona/CrO; 20-20 5 0
24
48
72

I (2)
2.4+1.1
1.0+0.7
1.0+1.2
1.4+0.8
2.4+1.1
2.4+1.6
1.4+1.3
2.0+0.7
1.2+1.6
3.612.3
7.4+1.6
6.0+1.2
1.6+1.9
4.0+0.8
2.4+1.1
2.8+0.6

MN/2000 cel. (FH

a,b

a, b

a,c

2 p>0.05 vs testigo h 0; ° p<0.05 vs CrO; h 0; © p<0.05 vs antraquinona-CrO; h 0

En la figural3 se muestra el NIF de MN, donde se corrobora la reduccién de las frecuencias de MN

a las 48 y 72 horas (75% y 87% respectivamente) del grupo tratado con antraquinona-CrO; al

compararlas con el grupo tratado solo con CrOs. Sin embargo, cabe sefialar que al analizar con

este pardmetro las frecuencias de MN, éstas resultaron estadisticamente significativas a las 24 y

48 horas al compararlos con el grupo testigo. Al realizar el analisis del DIF de MN como se muestra

en la figura 14 al igual que para el calculo del NIF, se observa un comportamiento similar entre los

grupos tratados con antraquinona (linea azul) y antraquinona-CrOs; (linea verde). Las frecuencias

de MN resultaron estadisticamente significativas en todas las evaluaciones del grupo tratado con

ambos compuestos.

27



*

—

*

Frecuencia de MN/10 000 cél.

TESTIGO ATQ CrO3 ATQ/CrO3

TRATAMIENTOS

NIF ANTRAQUINONA

*

=
o
=)
=]
=)
=)
-
~
2
[}
°
8
o
c
o
3
o
9]
S
.

TESTIGO ATQ CrO3 ATQ/CrO3

TRATAMIENTOS

Frecuencia de MN/10 000 cél.

TESTIGO ATQ CrO3 ATQ/CrO3

TRATAMIENTOS

Fig.13 . Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 20 pg/g via i.p. de antraquinona con vehiculo de agua inyectable.
(3¢ . Estadisticamente significativos p< 0.05)
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Fig. 14 . Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 20 pg/g via i.p. de antraquinona con vehiculo de agua inyectable.
(3¢ . Estadisticamente significativos p< 0.05)

Dado que el tratamiento de antraquinona (20 ug/g via oral) no redujo el 100% del efecto
genotoxico del CrO;, se cambid el vehiculo (aceite de oliva). En el cuadro 4 se muestran los
promedios de la induccién de MN % la d.e. de las evaluaciones realizadas durante 72 horas
después de la administracion de los tratamientos empleando aceite de oliva como vehiculo. Se
puede observar que no se incrementd la frecuencia de MN en grupo testigo al administrar solo el
vehiculo (aceite de oliva) con respecto al grupo testigo que solo se le administré solucién
inyectable estéril. De igual forma, se observa que al administrar solo la antraquinona via oral (100
ug/g) no se aumentaron las frecuencias de MN. Mientras que, se corroboré el incremento en las
frecuencias de MN (entre 3 y 8 MN) en el grupo tratado solo con el CrOs. En el grupo tratado con
la antraquinona previamente a la aplicacidon del CrOs, se observa una disminucién en la induccién
de las frecuencias de MN en todas las horas respecto al grupo tratado solo con CrOs;, ademas de
que la disminucién fue mayor que en el grupo antraquinona-CrO; en el que se empled el vehiculo

de agua inyectable (cuadro 3).
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Cuadro 4. Promedios de la frecuencia de la induccion de MN en el tratamiento de antraquinona

con vehiculo de aceite de oliva.

Tratamiento MN/10000 cel.
(fH ERI®)
Testigo 0.25 ml de 5 0 2.4+0.8
aceite de oliva 24 1.4+1.5
via i.p. 48 1.4+1.5
72 1.8+0.8
Antraquinona 20 5 0 1.6+0.8
24 2.0+1.5
48 1.0+£1.0
72 1.8+0.8
CrO; 20 5 0 1.6x1.1
24 6.841.9 °
48 9.842.8 b
72 44+1.1 ab
Antraquinona/CrO; 20-20 5 0 2.0+1.2
24 2.8t1.4
48 3.8t1.3 ¢
72 2.910.7

? p<0.05 vs testigo h 0; ° p<0.05 vs CrO; h 0; ¢ p<0.05 vs antraquinona-CrO; h 0.

Al realizar el andlisis del NIF (figura 15) se observan mas claramente reducciones de las
frecuencias de MN 82%, 76% y 94% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente en comparaciéon con
la disminucién observada cuando se empleo el vehiculo de la soluciéon inyectable (figura 13). Sin
embargo, aunque disminuyen las frecuencias de MN, éstas aun resultan estadisticamente
significativas en las horas 24 y 48 al compararlos con el grupo testigo. Al realizar el andlisis del DIF
de MN como se muestra en la figura 16, se observa un comportamiento similar entre los grupos
tratados con antraquinona (linea azul) y antraquinona-CrO; (linea verde), las cuales resultan

estadisticamente significativas a la hora 48.
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Fig. 15. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 20 ug/g via i.p. de antraquinona con vehiculo de aceite de oliva.
(5.7 . Estadisticamente significativos p< 0.05)
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Fig. 16 . Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 20 pg/g via i.p. de antraquinona con vehiculo de aceite de oliva.
(5.7 . Estadisticamente significativos p< 0.05)

Efecto de la capsaicina sobre dafo genotéxico del CrOs

En el cuadro 5 se muestran los promedios de MN % la d.e. que fueron evaluados después de la
administracion de 2 pg/g de capsaicina por via i.p. Se observa que el tratamiento solo de la
capsaicina no incrementd de forma estadisticamente significativa las frecuencias de MN al ser
comparadas con el grupo testigo y con su propia hora 0. La administracién de 20 pg/g de CrO; por
via i.p. incrementa los promedios de MN desde las 24 horas después de su administracién (entre 2
y 6 MN) los cuales resultaron estadisticamente significativas al comparar con el grupo testigo y
con la hora 0. Cuando se administré la capsaicina previamente a la aplicaciéon del CrOs;, solo se
disminuyeron las frecuencias de MN a las 72 horas (alrededor de 2 MN). Sin embargo, aun

resultaron estadisticamente significativas al compararlas con el grupo testigo y la hora 0.
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Cuadro 5. Promedios de la frecuencia de la induccion de MN en el tratamiento de capsaicina con

vehiculo de agua inyectable.

Testigo 0 5 0
24
48
72
Capsaicina 2 5 0
24
48
72
CrO; 20 5 0
24
48
72
Capsaicina/CrO; 2-20 5 0
24
48
72

24+1.1
1.0+0.7
1.0+1.2
1.4+0.8
2.2+0.8
1.2+1.3
1.2+0.8
1.8+1.3
1.2+1.6
3.6+2.3
7.4+1.6
6.0£1.2
2.6+1.1
4.2+1.4
6.8+2.0
4.2+0.8

2 p<0.05 vs testigo h 0; ® p<0.05 vs CrO; h 0; © p<0.05 vs capsaicina-CrO; h 0

Al realizar el andlisis del NIF de MN (fig. 17), se observa que hay un decremento de las frecuencias

de MN en el grupo donde se administro la capsaicina previamente al CrO; a las 48 y 72 horas (32%

y 67% respectivamente). Sin embargo, las frecuencias de MN resultaron estadisticamente

significativas a las 24 y 48 horas al compararlos con el grupo testigo. Por otra parte, al calcular el

DIF de MN (fig. 18) se observa que el comportamiento del grupo tratado con capsaicina-CrO;

(linea verde) es mas similar al del CrO; (linea roja) que al del grupo testigo (linea azul), pese a la

disminucién de la frecuencia de MN a la hora 72 (capsaicina-CrOs).
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Fig. 17. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 2 ug/g via i.p. de capsaicina con vehiculo de agua inyectable.
(57. Estadisticamente significativos p< 0.05)
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Fig. 18 . Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 2 ug/g via i.p. de capsaicina con vehiculo de agua inyectable.
(57 . Estadisticamente significativos p< 0.05)

Dado que no se observé una disminucién total de las frecuencias de MN al administrar el
tratamiento de capsaicina previamente al del CrOs, se cambio el vehiculo a aceite de oliva y se
duplicé la dosis. En el cuadro 6 se muestran los promedios de la inducciéon de MN + la d.e. de las
evaluaciones realizadas durante 72 horas después de la administraciéon del tratamiento. En el
grupo testigo al administrar solo el vehiculo por via i.p. (aceite de oliva), no se incrementaron las
frecuencias de MN. Al administrar solo la capsaicina (4 ug/g) por via i.p. tampoco se aumentaron
las frecuencias de MN. El tratamiento del CrOs; incrementé las frecuencias de MN. Mientras que,
la dosis de 4 pg/g de la capsaicina disminuye los promedios de MN inducidos por la aplicacion del
CrOs en todas las horas evaluadas e incluso a la hora 72 la proteccion es total, al comparar con el

grupo capsaicina-CrOj; al que se le administro con el vehiculo de agua inyectable (cuadro 5).
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Cuadro 6. Promedios de la frecuencia de la induccion de MN en el tratamiento de capsaicina con

vehiculo de aceite de oliva.

Testigo 0.25ml de 5 0
vehiculo via 24

ip 48

72

Capsaicina 4 5 0
24

48

72

CrO; 20 5 0

24

48

72

Capsaicina/CrO; 4-20 5 0
24

48

72

2.4+0.8
1.4£1.5
1.4£1.5
1.8+0.8
1.4+0.8
2.0+1.5
2.0+1.0
1.6+1.5
1.6+1.1
6.8+1.9
9.842.8
4.4+1.1
1.4+1.1
3.840.8
7.8+1.3
2.6+0.5

? p<0.05 vs testigo h 0; ° p<0.05 vs CrO; h 0; © p<0.05 vs capsaicina-CrO; h 0

a,b
a, b,

a,b

a,c

a,c

Al realizar el andlisis del NIF (figura 19) se observan las disminuciones de las frecuencias de MN

57%, 26% y 63% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente, estas disminuciones son mayores en

comparacion con la disminucién observada al utilizar el vehiculo de la solucién inyectable (figura

17). Sin embargo, aunque con la aplicacién de este vehiculo y el incremento en la dosis de la

capsaicina se disminuyeron las frecuencias de MN, éstas aun resultan estadisticamente

significativas a las 24 y 48 horas de evaluacion al compararlas con el grupo testigo y con su propia

hora 0. Al realizar el analisis del DIF de MN (fig. 20) se puede observar nuevamente un

comportamiento similar en el grupo capsaicina-CrO; (linea verde) con el CrO; (linea roja), las

frecuencias de MN resultan estadisticamente significativas al comparar con el grupo testigo.
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Fig. 19. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 4 pg/g via i.p. de capsaicina con vehiculo de aceite de oliva.
(7.7 . Estadisticamente significativos p< 0.05)
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Fig. 20 . Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN, calculado para 10 000 EPC, cuando se
administro una dosis de 4 pg/g via i.p. de capsaicina con vehiculo de aceite de oliva.
(5.7 . Estadisticamente significativos p< 0.05)

Efecto del I3C, de la antraquinona y de la capsaicina sobre dafio genotoxico del CrO;

En el cuadro 7 se muestra a manera de resumen los porcentajes de disminucién de MN a las 24,
48 y 72 horas de evaluacion con cada uno de los fitoquimicos empleados en el estudio cuando se
combinaron con el CrO;. Se puede observar que el porcentaje de disminucién presentd el
siguiente orden: I3C (vehiculo; agua inyectable) > I3C (vehiculo; aceite de oliva) > antraquinona
(vehiculo; aceite de oliva) > antraquinona (vehiculo; agua inyectable) > capsaicina (vehiculo;

aceite de oliva-dosis de 4ug/g) > capsaicina (vehiculo; agua inyectable-dosis de 2ug/g).
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Cuadro 7. Comparacion de la proteccion de los diferentes tratamientos al ser administrados con
diferentes vehiculos y dosis previamente a la administracion via i.p. de 20 ug/g de CrO;.

Capsaicina Capsaicina

(2 ne/e) (4 ug/e)
via i.p. via i.p.

vehiculo vehiculo

agua inyec. ac. oliva
48 % 86 % 0% 57 %
48 87 % 72 % 32 % 26 %
72 100 % 100 % 67 % 63 %

Efecto del 13C, de la antraquinona, de la capsaicina y del CrOs sobre las frecuencias de

EPC respecto a las frecuencias de ENC

En el cuadro 8 se muestran los promedios de las frecuencias de los EPC respecto a los ENC en
ratones macho tratados con I3C, antraquinona y capsaicina empleando ambos vehiculos (solucion
inyectable y aceite de oliva), se observa que no se presentaron modificaciones en las frecuencias
de EPC con respecto a las de ENC estadisticamente significativas al comparar con el grupo testigo

y contra sus propias horas cero.
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Cuadro 8. Promedios de la frecuencia de la induccion de EPC respecto a los ENC en los diferentes tratamientos al ser administrados

Testiy

Fitoquir

CrO

Fitoquimic

con diferentes vehiculos y dosis.

I3C
(100 pg/g)
via i.p.
vehiculo

agua

inyec.

13C
(100 pg/g)
via ip.
vehiculo

ac. oliva

Antraguinona
(20 pg/s)
via oral

vehiculo

agua inyec.

Antragquinona
(20 pg/s)
via oral
vehiculo

ac. oliva

Capsaicina
(2 ng/g)
via i.p.

vehiculo

agua inyec.

Capsaicina
(4 vg/z)
via i.p.

vehiculo

ac. oliva

0.25 ml de 0 64.2+7.5 64.247.5 64.2+7.5 66.2+6.9 66.2+6.9 66.2+6.9
vehiculo via 24 60.8+5.0 60.8+5.0 60.8+5.0 60.8+4.1 60.8+4.1 60.8+4.1
ip. 43 73+10.1 732.0+10.1 73.0+10.1 68.0+8.0 68.0+8.0 68.0+8.0

72 64+8.6 64.048.6 64.0+3.6 63.2+7.8 63.2+7.8 63.2+7.8

100,20,2-4 0 66.6+7.8 65.447.9 73.2+8.3 61.4+6.4 67.0£7.8 55.0+6.3
24 55.4¢10.8  64.6:11.8 73.2¢71 74.2+11.6 71.8+7.6 55.1+7.7

18 61+11.3 61.0+1.8 77.6x1.1 68.6+£10.2 68.0+¢5.1  65.8+11.1

72 71+3.9 69.447.9 69.6+8.1 74.8+14.5 63.0412.4  66.8:9.6

20 0 71.2+85 71.248.5 71.2+¢85 70.8+8.0 70.8+8.0 70.8+8.0

24 63.0+5.5 63.045.5 63.0+5.5 63.4+10.9 63.4+10.9  63.4+10.9

48 56.4+5.3 56.445.3 56.4+5.3 57.4+8.6 57.4+8.6 57.4+8.6

72 67.4+7.8 67.447.8 67.4+7.8 68.2+4.9 68.2+4.9 68.2+4.9
100,20,2-4/20 0 66.2+7.2 61.445.1 75.2+¢9.7 65.8+8.0 67.2¢8.4  70.0+11.8
24 61.4+8.7 64.447.0 74.8+12.0 71.245.5 70.2¢4.2  60.8+10.8

48 50.2+410.4  63.847.2 65.4+4.9 66.6£12.6 66.847.10  62.4+8.7

72 72.6+85 71.248.4 68.5+9.0 62.8+12.6 55.8+10.54  70.0+8.9




DISCUSION

La quimioprevencion consiste en la aplicacién de agentes que tienen el potencial para prevenir o
retrasar el dafio de mutdgenos. Se ha planteado el uso de los agentes quimiopreventivos en las
personas que por su actividad o estilo de vida estan en alto riesgo de desarrollar alteraciones
relacionadas con el dafio al ADN. El estudio de agentes quimiopreventivos debe incluir la
realizacion de rigurosos pruebas in vitro e in vivo, seguidos por ensayos clinicos. En la actualidad
se le ha dado importancia al estudio de la quimioprevencidn a los fitoquimicos presentes en las
plantas por su baja toxicidad. Algunos de los antimutdgenos que han sido identificados en la
actualidad son el a-tocoferol que se encuentra principalmente en aceites vegetales, en las partes
verdes de algunas plantas y en el tejido adiposo de los animales (Sayago et al., 2007); el B-
caroteno que se encuentra en zanahorias, pimiento morrén, espinacas y calabaza entre otros
(National Cancer Institute, 2010); el indole-3-cairbinol (I13C) que se encuentra en los vegetales
cruciferos como la col, la coliflor, la col de bruselas y el brécoli (Oganesian, et al., 1997); el acido
ascorbico que se le puede encontrar principalmente en el pimiento morrdn, los citricos (Halliwell
y Poulsen, 2006); la antraquinona que se encuentra en las familias de plantas Rubiaceae,
Rhamnaceae, Poligonaceae y Leguminoceae (Borroto, 2005) y la capsaicina que la contienen los
pimientos del género Capsicum, que son los que le dan el sabor “picoso” a los alimentos (Moran-
Bafiuelos, 2008). Estos agentes quimiopreventivos pueden actuar como moduladores de enzimas,
antioxidantes, inhibidores de la formaciéon de aductos entre otros (Ames, 1983; Paolini, et al.,
1998). En el presente estudio se evalud el efecto del 13C, la antraquinona y la capsaicina sobre el

dafio genotdxico inducido por el CrO; en ratones macho de la cepa CD-1.

Como se observa en los resultados; la administracion sola de los fitoquimicos 13C, antraquinona y
capsaicina no indujeron efectos toxicos aparentes en los animales (pelaje, peso y comportamiento
normales), dafio genotdxico (incremento de las frecuencias de MN), ni citotéxicos (modificacion
de las frecuencias de EPC con respecto a los ENC). Se ha propuesto que un agente
quimiopreventivo no debe ser téxico, de modo que pueda ser administrado de forma segura y no
promover el desarrollo de mutaciones (Stan, et al., 2010). De ahi que se prefiera el estudio de los
componentes de las frutas y los vegetales, los cuales ademas de ser parte de la dieta se ha
observado que también pueden poseer propiedades antioxidantes, a las cuales se les ha
relacionado con proteccién de dafio al ADN (Diplock et al., 1994; Halliwell et al., 1995a; Surh y
Ferguson, 2003).

En estudios previos realizados en ratones en los que se administraron dosis mayores de 13C (250

mg) a la empleada en este estudio (100 pg/g) de forma tépica no se reportaron efectos toxicos, se
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observo una disminucién del dafio inducido por el DMBA (7,12-Dimetilbenzantraceno) (Srivastava
y Shukla, 1998). También, durante la administracion crénica (100 6 300 ppm durante 10 semanas)
de I13C a ratones no se han reportado efectos toxicos (Dae et al., 2003). En evaluaciones realizadas
en humanos se observé que el consumo de 250 g/dia de brdcoli y 250 g/dia de col de Bruselas no
induce efectos toxicos, sino por el contrario se incremento la excrecién urinaria de aminoacidos

heterociclicos PhIP (mutdgeno que se encuentra en la carne asada) (Walters, et al., 2004).

En el presente estudio, cuando se administraron 20 ug/g por via oral de antraquinona a los
ratones no se observaron efectos tdxicos. A partir de un estudio epidemioldgico se sugirié una
que existe una estrecha relacién entre las personas que consumen aloe y el bajo riesgo de
padecer enfermedades relacionadas con dafio al ADN (Sakai, 1989). Se ha reportado que la
administracién de antracenos presenta actividad antigenotdxica en Drosophila, al ser tratadas con
N-metil-N-nitrosourea (MNU) (Takahashi et al., 2001). Sin embargo, en estudios in vitro con
células de linfoma de raton L5178Y empleando dosis de 500 uM/ml se han reportado efectos

tdxicos, atribuido a la generacion de ERO’s (Mueller y Stopper, 1999; Li et al., 2010).

De igual manera, en este estudio se observd que la administracion de capsaicina via i.p. (2 y 4
ug/g) a ratones tampoco presentaba efectos tdxicos aparentes. Estudios realizados en hamsters,
en los que, se administraron dosis similares de capsaicina a la que empleamos (2 mg/kg y 10
mg/kg) tampoco se reporto toxicidad (Zhang, et al., 1997), al igual que al administrar por via i.p.
10 mg/kg de capsaicina (Anandakumar et al., 2008). Aunque la capsaicina es considerada un
agente perjudicial para la mucosa géstrica, en un estudio in vitro con células gastricas epiteliales
(MKN45) infectadas con Helicobacter pylori tampoco se reportd toxicidad, por el contrario al
administrar una dosis de 100 microM/L se inhibid la liberacion de citoquina pro-inflamatoria (Lee

et al., 2007).

Las evaluaciones del dafio genotéxico se realizaron mediante el empled el ensayo de MN en
sangre periférica basado en los lineamientos de la FDA (Hayashi et al., 1990; FDA, 2000). La
administracion sola de 100 mg/kg de de 13C no incrementd las frecuencias de MN, lo cual
concuerda con lo reportado en estudios previos realizados en ratones, en los se emplearon
inclusive dosis mayores y tampoco se observé dafio genotdxico mediante el incremento de las

frecuencias de MN y aberraciones cromosémicas en médula dsea (Agrawal y Kumar, 1998; 1999).

Cuando se administraron via oral 20 mg/kg de antraquinona tampoco observé un incrementd las
frecuencias de MN. Sin embargo, en estudios previos realizados in vitro con células de linfoma de

ratén L5178Y empleando dosis de 500 uM/ml de antraquinonas observaron rompimientos de
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cadena doble, los cuales siguieren que se debieron a la desestabilizacion de la topoisomerasa Il y
la formacién de complejos topo II-ADN (Mueller y Stopper, 1999; Li et al., 2010). Estudios
epidemioldgicos en Japén han mostrado que existe una correlacién entre la induccién de cancer

en pulmén (por fumar cigarrillos) y la dieta (ingesta de aloe) (Sakai, 1989).

Al administrar via i.p. 2 y 4 ug/g de capsaicina no se observo un incremento en las frecuencias de
MN. Con relacién a este compuesto no es limitada la informacién de evaluaciones genotoxicas.
Sin embargo en estudios in vitro se ha reportado que la capsaicina dafia la membrana
mitocondrial, induciendo la formacién de ERQO’s, los que inducen fragmentacién del ADN (Shin et

al., 2003).

Cuando se administraron 20 pg/g de CrO; por via i.p., se incrementaron las frecuencias de MN, lo
cual corrobora el dafio genotdxico previamente reportado para los compuestos de Cr (VI) y en
particular para el CrO; (Garcia-Rodriguez et al., 2001; O’'Brien et al., 2003; Garcia-Rodriguez y
Altamirano-Lozano, 2006; Henkler et al., 2010). 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 presentd a la hora 48, esto se pudo haber debido a que en general la
mayor distribucién y biotrasformacion de los agentes quimicos se presenta a la hora 48 después
de su administracion (Heddle et al., 1983; Hayashi et al., 1990). El mecanismo de dafio genotdxico
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 rdpidamente por la interaccidn con moléculas
citoplasmaticas 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 reduccién, mismos que pueden inducir,
rupturas y aductos en la cadena de ADN asi como entrecruzamientos, y por lo tanto inducir dafio
mutagénico y cancerigeno (O’Brien et al., 2003; Valko et al., 2006). Un exceso de RL rompe el

equilibrio produciendo el llamado estrés oxidante.

Una vez establecidas las dosis de los fitoquimicos que no resultaron genotdxicas y la dosis
genotdxica del CrO;, se combinaron los tratamientos (fitoquimico+CrO;) con la finalidad de
evaluar la posible proteccion de los fitoquimicos sobre el dafio genotéxico inducido por el CrOs. La
evaluacién del dafo genotoéxico se llevd a cabo mediante la cuantificacidon de las frecuencias de
MN. Como se observo en los resultados la administracion previa de los antioxidantes redujo las
frecuencias de MN con respecto al grupo tratado solo con CrOs, esto puede estar relacionado con
el potencial de los fitoquimicos para neutralizar las ERO’s y RL generadas por la reduccién del Cr

(V1) a Cr (Ill) (Padayatty et al., 2003).
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La administracién de 100 pg/g de de I13C redujo la induccion de MN a pesar de la administracién
de 20 pg/g de CrOs. En estudios previos realizados en ratones se observé que al administrar dosis
de hasta 1000 mg/kg de I3C en las que evaluaron formacion de MN y aberraciones cromosdmicas
en medula ésea de ratén, también se presenté una disminucién en el porcentaje de aberraciones
cromosOmicas y MN inducidos por ciclofosfamida (Agrawal y Kumar, 1998; 1999). También, al
analizar la formacién de aductos inducidos por PhIP en diversos érganos de ratas, se observo que
la administracion de 0.1% de 13C en la dieta durante 2 semanas redujo significativamente los
niveles de aductos en el pancreas, el estémago, el colon, el bazo, los glébulos blancos, el intestino
delgado, el corazoén, el higado, el pulmdn vy los rifiones, siendo en todos los casos la reduccidon
mayor al 70% (He et al., 2000). Por otra parte, al evaluar los posibles mecanismos de accion
inhibitoria de dafio genotoxico frente a los efectos de un potente hepatocarcindgeno como la
aflatoxina B; (AFB;) en trucha arcoiris, se observd que un metabolito activo del I3C
(diindolmetano) es un agente que inhibe la formaciéon de aductos ademds de proponer que el
diindolmetano inhibe la bioactivacién de la AFB; y captura sus productos intermedios que
interviene en la fase | y Il de la metabolizacién enzimatica de xenobioticos (Baldwin et al., 1992;
Takahashi et al., 1995; Arnao et al., 1996). En cuanto a sus posibles efectos hormonodependientes
del 13C, se realizo un estudio en ratas Donryu, en el que se les administraron 200, 500 y 1000 ppm
durante 660 dias para examinar la inhibicién de la aparicidon espontanea de adenocarcinoma de
endometrio. Este efecto quimiopreventivo de 13C puede ser debido a la induccién de hidroxilacidn
del estradiol 2 (17B- estradiol) (Kojima et al., 1994). También en un estudio con ratones
transgénicos K14-HPV16 a los que se les dio una dieta de 2000 ppm diindolmetano durante 12
semanas y un control a los que se les dio una dieta regular, en donde se evalué la transformacién
cervical mediante cortes histopatoldgicos de cérvix, mostrando una marcada disminucién en la
displasia de cuello uterino en los ratones control y los ratones transgénicos, lo que indica que el
diindolmetano retrasa o inhibe la progresidn de la displasia cervical y en consecuencia el cancer

cervical (Sepkovic et al., 2009).

Cuando se combinaron los tratamientos de 20 ug/g de antraquinona y 20 pg/g CrO; 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 la antraquinona protegié del dafio genotdxico inducido por
el CrO;. En un estudio in vitro con células hepaticas de ratédn se estudio el efecto de la
administracion de hasta 180 pg/ml de pulpa de aloe (tiene una alta concentracién de
antraquinonas) sobre la induccién de aductos por el BP. La dosis antes mencionada fue la mas
efectiva en inhibir la formacidn de aductos de BP-ADN, lo que sugiere que plantas como el aloe

presentan actividad anti-genotdxica, por lo que se podria considerar como una agente
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potencialmente quimiopreventivo (Hyung et al., 1999). En estudios in vitro mediante la prueba de
Ames sobre la mutagenicidad de 5.0 pg 1-nitropireno (1-NP) en salmonella typhimurium TA9S,
donde se concluyd que la antraquinona actia como un agente de bloqueo y / o reduce la accion
mutagena del 1-NP (Hsueh-Yueh et al., 1995). Para tratar de esclarecer el posible mecanismo de
accion de la antraquinona se realizd un estudio in vitro mediante la prueba de la inhibicién de la
peroxidacion del acido linoléico, en el que se agrego al sistema 0.25 mg/ml de antraquinoa y
crisofanol (en el sistema forma radicales hidroxilo). La antraquinona inhibe la formacién de
radicales hidroxilo, sugiriendo que el mecanismo antioxidante de la antraquinona posiblemente
esté relacionado con la captura de radicales hidroxilo (Gow-Chin et al., 2000). También en
estudios previos realizados in vitro al utilizar dosis de hasta 500 nmol/ml mediante la prueba de
Ames con S. typhimurium TA98, se reportd la inhibicién de las mutaciones inducidas por 2-amino-
3-methylimidazo [4,5-flquinoline (1Q), sugiriendo que existen al menos dos mecanismos de accion
sobre inhibicion de la mutagenicidad de la antraquinona: la mediacién a través de la interaccién
de las enzimas microsomales y la interacciéon directa con los metabolitos, bloqueando su
interaccion con el ADN (Jyu et al, 1995). Aunque las propiedades quimiopreventivas de la
antraquinona no han sido ampliamente estudiadas, se puede especular sobre su capacidad como
antioxidante, atribuible a que a su estructura antraceno-quinona, puede interferir con el proceso

de transporte de electrones y en la alteracién de estado redox celular (Srinivas et al., 2007).

Finalmente, cuando se administraron 2 y 4 ug/g de capsaicina previo a la administracién de 20
mg/kg de CrO; se observd una reduccién en las frecuencias de MN. Se ha reportado que la
administracion de hasta 3.5 mg/kg previo a la administracion de 20mg/kg de ciclofosfamida en
ratones, reduce la induccién de aberraciones cromosémicas en médula 6sea, ademas de disminuir
el porcentaje de rompimientos de ADN (Krishna et al., 1995). Por otra parte en un estudio previo
en higado de rata, al administrar dosis de hasta 100 uM de capsaicina se observé una disminucién
de hasta un 71% en la formacién de aductos inducidos por aflatoxina, lo que sugiere que la
capsaicina inhibe la biotransformacién de AFB1 mediante la modificacién de la fase | de la
actividad enzimatica (Teel, 1991). Por su parte, Miller et al. (1993) en un estudio in vitro con
células hepaticas de hamster también observaron que una dosis de 0.5 mM de capsaicina inhibe
la formacion de todos los metabolitos de 4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (NNK),
sugiriendo que el posible mecanismo de accidn antimutagéna de la capsaicina sea a través de la
inhibicién de enzimas de metabolizacién de los xenobidticos. En particular con el citocromo P450
que estd involucrado en la activacidn, asi como la desintoxicacién de quimicos diversos
mutdgenos (Surh y Lee, 1995). Asi mismo, en un estudio al administrar una sola dosis por via oral

de capsaicina de 2 y 10 mg/kg en hamsters machos se alterd el metabolismo de NNK en el higado
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y los microsomas de pulmén, lo que sugiere el efecto quimiopreventivo de la capsaicina (Zhang et
al., 1997). También, en un estudio con ratones albinos, al administrar por via i.p. 10 mg/kg de
capsaicina antes y después de la administracion de 50 mg / kg de BP inhibi6 el estrés oxidante
indicado por las alteraciones en la peroxidacion lipidica y los niveles antioxidantes intracelulares
basales de antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (Anandakumar et al., 2008). Con la
finalidad de inferir en posibles mecanismos de accién involucrados con los efectos antioxidantes
de la capsaicina en ensayos in vitro mediante la inhibicion de la peroxidacién lipidica de las
mitocondrias de higado de rata (RLM) y propone que la capsaicina captura los radicales libres en

la superficie y en el interior de la membrana (Kogure et al., 2002).

La dieta humana contiene tanto mutagenos como agentes quimiopreventivos naturales. La
mayoria de los quimiopreventivos bloquean agentes que han sido asignados en una o mas de las
siguientes categorias: inhibidores de enzimas CYP, inductores de enzimas CYP y metabolizan
enzimas de fase | y Il. El sistema de enzimas de fase | (por ejemplo las enzimas CYP) se considera
la mejor maquinaria de activacion, que es capaz por convertir a los premutagénos en las Ultimas
formas de mutagenos que pueden daiar al ADN, proteinas y lipidos, mientras que la fase |
representa la mejor maquinaria detoxificante. Muchos mutagenos actian en la generacién de
radicales de oxigeno (Lee et al., 1998). Se ha observado que la probabilidad de desarrollar
enfermedades crénico-degenerativas relacionadas con el dafio al ADN se puede incrementar por
la exposicién a agentes mutagenos, las deficiencias nutricionales, asi como el estilo de vida

(Kohimeier et al., 1995; Vitale et al., 2010).

La informacién acerca de los mecanismos de los agentes quimiopreventivos como inhibidores de
la mutagénesis aun no se han concluido ni esclarecido. En cuanto al uso de micronutrientes
especificos asi como suplementos dietéticos para la poblacion general, se destaca la necesidad de
las evaluaciones globales de la evidencia cientifica disponible en las diversas disciplinas, es decir,
la biologia celular, la farmacologia, la toxicologia, la epidemiologia y de estudios clinicos acerca

del potencial de los agentes quimiopreventivos (Lee et al., 2003).

En cuanto al efecto citotdxico, 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 evaluacidn. Se ha descrito que el dafio citotdxico puede determinarse por
la reduccidn 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
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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 de los fitoquimicos empleados en el presente estudio (Konopacka, 1998).
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CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

La administraciéon de 20 mg/kg de CrO; por via ip. induce dafio genotdxico ya que

incremento la frecuencia de MN de manera estadisticamente significativa.

La administracion de los fitoquimicos (indole-3-carbinol, antraquinona y capsaicina) a
ratones macho de la cepa CD-1 no inducen dafio genotdxico, ya que no incrementan de

manera estadisticamente significativa la frecuencia de MN con respecto al grupo testigo.

La administracién previa de los fitoquimicos (indole-3-carbinol, antraquinona y capsaicina)
protege del dafio genotoxico inducido por el tratamiento de CrOs, ya que se presentd una
disminucién en las frecuencias de MN a las 48 horas en el siguiente orden: I3C (vehiculo;
agua inyectable) > I3C (vehiculo; aceite de oliva) > antraquinona (vehiculo; aceite de oliva)
> antraquinona (vehiculo; agua inyectable) > capsaicina (vehiculo; aceite de oliva-dosis de

4ug/g) > capsaicina (vehiculo; agua inyectable-dosis de 2ug/g).

Al administrar la antraquinona y la capsaicina con el vehiculo de aceite de oliva se
aumento la proteccién del dafio al ADN, ya que se disminuyeron las frecuencias de MN
con respecto al los valores observados cuando se uso el agua inyectable como vehiculo,
por lo que sugiere que la solubilidad y absorcién son factores importantes en el efecto

protector de éstos fitoquimicos.

La administracidon de los tratamientos de los fitoquimicos y CrO; 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:

Evento: VI Foro de Investigacion Escolar En Biologia.

Titulo de la ponencia: "ESTUDIO COMPARATIVO DE LOS EFECTOS DEL INDOLE-3-
CARBINOL, LA ANTRAQUINONA Y LA CAPSAICINA SOBRE LAS FRECUENCIAS DE
MICRONUCLEOS INDUCIDOS POR EL TRIOXIDO DE CROMO EN RATONES DE LA
CEPA CD-1".

Autores: Nancy Sanchez Najera Y Ma. del Carmen Garcia Rodriguez.

Organizador: La carrera de biologia de la Facultad de Estudios Superiores

“Zaragoza”, UNAM.

Lugar y fecha: Facultad de Estudios Superiores “Zaragoza”, UNAM. México D. F.
del 11 al 13 de agosto de 2010.

Tipo de participacion: Ponente.

Evento: “Annual Meetings Society For Free Radical Research (Europe) “Free Radicals and
the Environment” and The European Environmental Mutagen Society (EEMS)

“Environmental Mutagenesis In The North”

Titulo de la ponencia: “Effects of indole-3-Carbinol on genotoxicity of hexavalent

chromium (CrOs) in mice in vivo”.

AUTORES: GARCIA-RODRIGUEZ MC, SANCHEZ-NAJERA N, LOPEZ-SALINAS GV,
MENDOZA-NUNEZ VM.

Organizador: Society for Free Radical Research (SFRR Europe) y The European

Environmental Mutagen Society (EEMS)

Lugar y fecha: Oslo, Noruega. Del 11 al 13 de agosto de 2010.
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sobre el dafo genotéxico y citotoxico inducido por el triéxido de cromo en ratones

de la cepa CD-1.

Autores: Garcia-Rodriguez, M. C., Sanchez-Najera, N., Serrano-Reyes, G. y
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en ratones de la cepa CD-1.

Autores: Serrano-Reyes G, Sdnchez-Najera N, Altamirano-Lozano M, Garcia-
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Organizador: La carrera de biologia de la Facultad de Estudios Superiores

“Zaragoza”, UNAM.
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Tipo de participacion: Ponente.

Los resultados del presente trabajo fueron incluidos en la siguiente publicacion

internacional:

Publicacidn: Annual Meetings Society for Free Radical Research (Europe) “Free Radicals
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and 2.5 pg/mL), doxorubicin (0.5 ug/mL), or both, for 24h. Afterwards, cells were
stained with Annexin V-FITC and PI (propidium iodide) and analyzed by flow
cytometry. The combination of Annexin V-FITC with Pl was performed to identify early
apoptotic cells (annexin V + / P1 -) and necrotic cells (annexin V + / Pl +). Cells treated
with bixin presented increased frequency of apoptosis. Doxorubicin also induced
apoptotic cell death, but a significant increase in the number of necrotic cells was
observed when compared to the negative control. It is known that doxorubicin can
induce apoptosis in particular conditions of doses and treatments; however, in our
study it was observed that doxorubicin induced a higher frequency of necrosis in HLGO
cells. The simultaneous treatment of HLB0 cells with bixin and doxorubicin increased
the frequency of apoptotic and necrotic cells when compared to doxorubicin treatment.
These results suggest that doxorubicin induces cell death by necrosis, but when
combined with bixin there is a tendency to cause apoptosis. According to these results,
we suggest that bixin increases the frequency of cell death induced by doxorubicin in
HLB0 cells, which would be of great relevance in clinical practice, since doxorubicin
treatment may be limited by drug resistance. Further studies are being conducted in
our laboratory to evaluate the activity of bixin in normal cells and to determine its
cellular selectivity.

Financial support: CNPq.

Poster presentation P190 EEMS

EFFECT OF INDOLE-3-CARBINOL ON GENOTOXICITY OF HEXAVALENT
CHROMIUM (CRO3) IN MICE IN VIVO

M. C. Garcia-Rodriguez'; N. Sanchez-Najera’; G. V. Lopez-Salinas’: V. M. Mendoza-Nufez’
"Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN], Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, PO Box 9-020, C.P. 15000, D.F., México, "Unidad de Investigacion
en Gerontologia, Facultad de Estudios Superiores "Zaragoza” UNAM, PO Box 8-020, C.P.
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The human diet is composed of many natural chemopreventive agents. The vast
majority of chemopreventive blocking agents have been assigned to one or more of
the following categories: enzyme inhibitors, enzyme inducers, and phase I
metabolizing enzyme inducers. Indole-3-carbinol is found in edible cruciferous
vegetables and has been reported to inhibit tumorigenesis in various animal models.
Several possible chemopreventive mechanisms of protection by indole-3-carbinol that
have been suggested are via inhibition of glutathione S-transferase-mediated steroid
binding activity, modulation of multidrug resistance activity, alteration of the expression
of various phase | and Il drug metabolizing enzymes and as scavenger of free radicals
[1]. As part of our research program to evaluate chemopreventive or chemoprotective
potential components of diet, in the present study, the ability of indole-3-carbinol to
reduce the micronucleous (MN) induction by CrO3 in peripheral blood polychromatic
erythrocytes of mice was evaluated. Mice (CD-1) were treated with indole-3-carbinol
(100 mg/kg), Cr03 (20 mg/kg) or with both compounds. The indole-3-carbinol and
CrO3 were administrated intraperitoneally. DNA damage was evaluated by the
analysis of MN using the acridine orange technigue. Blood samples were obtained
from the tail vein at 0, 24, 48 and 72 h after treatment. The results obtained in present
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INTRODUCCION

La exposicion a agentes mutagenos asi como el estily de vida v deficiencias
nutricionales, incrementan la prcbabilidad de desarmollar enfermedades erénico-
dagenerativas relacionadas con =l dafio al ADN (Peta v Dall, 1981, Sen, et al,
2010). En contraparie, en estudios epidemiolégicos se ha observado qua los
companentes de fritas v vegetales estan son un facter importante en la
madulacion de enfermedades relacionadas con el dafio al ACN y algunos tipes ds
cancer (Surh, 2003). El estudio de sustangas con prepiedades antimutacénas
esta relacionado con los agentes anticancerigenos, ya que los mecanismos de
accion inhibitoria oueden estar relacicnados (Simic, ef al., 1998). Dada la actividad
antioxidante de algunos componentes de la cieta, se ha propuesto como principal
mecanismo de proteccion la inhibicidn del estrés oxidante, ya que pueden evitar la
formaciér, propagacion y aument? de radicales libres (RL) y especies reactivas dz
oxigeno (ERQ’s) (Gonzalzs et af, 2000). De ahi que se proponga que el consumo
de antioxidantes puede estimular los mecanismos enddgencs (activacion de
enzimas) y proteger al material genético del dafio causado por agentes mutagénos
y cancerigeros oxicantes (Garcia-Rodriguez, et al., 2010). Algunos de los
antiovidantes exogeros que han sido dentificados son e a-iocofero que se
encuentra principalmente en aceites vegetales, en las partes verdes de algunas
plantas y en el teido adiposo de 10s animales (Sayago e! af., 2007); el B-caroteno
que se encuentra en zanahorias, pimiento moron, espinacas y calabaza entre
oros (Mational Cancer Institute, 2010); el indole-3-cairbinal (13C) que se encuentra
en los vegetzles cruciferas comae la =ol, la coliflor, la col de bruselas v =l braeali
(Oganesian, et al, 1997), el acido ascorbico gue se le puede encontrar
principalmentz en el pimento morrén, los citricos (Halliwell y Poulsen, 2003); la
anfraguinona que se encuenfra en las familias de plantas Rubiaceae,
Fhamnaceae, Poligonaceae y Leguminoceae (Borroto, 2005) v la capsacina que
la contienen los pimientos del género Capsicum, que son los que le dan el sabor
‘picoso” a los alimentos (Moran-Bafiuelos, 2003). En confraparte, 2 los
compuesios de cromo (V1) se les ha relacionado con dafio genotoxico y con la
induczidon de cancer, ya que durante la reduccion del cromo (V) en las células
genera especies reactivas de oxigene (ERQ's), que contribuyen al dafio al ADN y
par lo tante a la actividad carzinggena (Wu er al., 2000). En el prasente trabsjo se
estudic &l posible efesto protector de los fitoquimicos con propiecades
antioxidantes frente a sustancias ampliamente reconocidas como inductores de
dafio genotdxico (induccion ce MN) v cancerigeno, come el CrCy para o cual se
emplearon raiones in vivc de la cepa Z0-1 como modelo.

METODCOLOGIA

Se emplearon ratones de la cepa CD-1 (8-10 semanas), obtenidos del bioterio
Harlan de la Facultad de CQuimica, UNAM, Se mantuvieron bajo condicones
esténles, con temperatura y humedad contrcladas, fotoperiode de 12-12 horas y
libre acceso al agua. Se conformaron grupos experimentales de 5 ratones,
dvididos de la siguiente forma: a) Grupo estigo (solo se le administrd el vehiculo);
b) Grupo fitequimicos, & los cuales se les administrd por vis oral o-tocoferol
(20mglkg); B-carotenc (50mg/kg) o anfraquinona (20mglkg) y por via
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s C rosas de prﬁs' ata. Cuando s
acido ascorbico y del « coferol se presentan:-n dlsmlnuclones de las frecuencias
de MN del 57% vy del AB% respectivamente, lo cual apoya el efecto protector de
estos fitoguimicos mismos que en estudios previos ya hablan sido reportados
como antimutagenos debido a su potencial antioxidante (Konopacka et al. 1998;
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Figura 1. Analisis de NIF por tiempo y por grupo, calculado para 10 000 EPC
cuando se administraron tratamientos de fitoquimicos y sus combinaciones con
CrQ;, ~Estadisticamente significative p<0.05

CONCLUSIONES

1. La administracién de 20 pg/g de CrO; por via i.p. incrementa la frecuencia de
MN de manera estadisticamente significativa, lo cual corrobora el dafio genotoxico
del compuesto.

2. La administracion de la antraguinona, el indole-3-carbinol, el acido ascérbico, el
u-tocoferol, la capsaicina y el f-caroteno administrado a ratones de la cepa CD-1
por diferentes vias no presenta efecto genotdxico, al no incrementar de manera
estadisticamente significativa la frecuencia de MN,

3. La administracién previa de los fitoguimicos al CrOs; muestra una disminucion
en la frecuencia de MN a |la hora 48 en el siguiente orden: antraquinona (77%)=
indole-3-carhinal (73%)> acido ascdrbico (57%)=u-tocoferol (48%)> capsaicina
(26%)> p-caroteno (25%), lo que sugiere que los fitoguimicos protegen del dafio al
material genético inducido por el CrO;,
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and 2.5 pg/mL), doxorubicin (0.5 ug/mL), or both, for 24h. Afterwards, cells were
stained with Annexin V-FITC and PI (propidium iodide) and analyzed by flow
cytometry. The combination of Annexin V-FITC with Pl was performed to identify early
apoptotic cells (annexin V + / P1 -) and necrotic cells (annexin V + / Pl +). Cells treated
with bixin presented increased frequency of apoptosis. Doxorubicin also induced
apoptotic cell death, but a significant increase in the number of necrotic cells was
observed when compared to the negative control. It is known that doxorubicin can
induce apoptosis in particular conditions of doses and treatments; however, in our
study it was observed that doxorubicin induced a higher frequency of necrosis in HLGO
cells. The simultaneous treatment of HLB0 cells with bixin and doxorubicin increased
the frequency of apoptotic and necrotic cells when compared to doxorubicin treatment.
These results suggest that doxorubicin induces cell death by necrosis, but when
combined with bixin there is a tendency to cause apoptosis. According to these results,
we suggest that bixin increases the frequency of cell death induced by doxorubicin in
HLB0 cells, which would be of great relevance in clinical practice, since doxorubicin
treatment may be limited by drug resistance. Further studies are being conducted in
our laboratory to evaluate the activity of bixin in normal cells and to determine its
cellular selectivity.
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EFFECT OF INDOLE-3-CARBINOL ON GENOTOXICITY OF HEXAVALENT
CHROMIUM (CRO3) IN MICE IN VIVO

M. C. Garcia-Rodriguez'; N. Sanchez-Najera’; G. V. Lopez-Salinas’: V. M. Mendoza-Nufez’
"Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN], Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, PO Box 9-020, C.P. 15000, D.F., México, "Unidad de Investigacion
en Gerontologia, Facultad de Estudios Superiores "Zaragoza” UNAM, PO Box 8-020, C.P.

15000, D.F., México
Presenting author: M. C. Garcia-Rodriguez; grmc@pumaz.zaragoza.unam, mx

The human diet is composed of many natural chemopreventive agents. The vast
majority of chemopreventive blocking agents have been assigned to one or more of
the following categories: enzyme inhibitors, enzyme inducers, and phase I
metabolizing enzyme inducers. Indole-3-carbinol is found in edible cruciferous
vegetables and has been reported to inhibit tumorigenesis in various animal models.
Several possible chemopreventive mechanisms of protection by indole-3-carbinol that
have been suggested are via inhibition of glutathione S-transferase-mediated steroid
binding activity, modulation of multidrug resistance activity, alteration of the expression
of various phase | and Il drug metabolizing enzymes and as scavenger of free radicals
[1]. As part of our research program to evaluate chemopreventive or chemoprotective
potential components of diet, in the present study, the ability of indole-3-carbinol to
reduce the micronucleous (MN) induction by CrO3 in peripheral blood polychromatic
erythrocytes of mice was evaluated. Mice (CD-1) were treated with indole-3-carbinol
(100 mg/kg), Cr03 (20 mg/kg) or with both compounds. The indole-3-carbinol and
CrO3 were administrated intraperitoneally. DNA damage was evaluated by the
analysis of MN using the acridine orange technigue. Blood samples were obtained
from the tail vein at 0, 24, 48 and 72 h after treatment. The results obtained in present

303

78



minisirated i

ad

3
=
(%]
L]
]
£
(=}
c
[

IN U

79



Trykt ISBN: 978-82-8082-428-8
Elektronisk ISBN: 978-82-8082-429-5

Q\Q\G ECoy

Print: GRQSET™ ////// License no 241 148

oy

Nrep

80



	Portada

	Índice de Contenido
	Resumen
	1. Introducción

	2. Justificación   3. Hipótesis

	4. Objetivos   5. Material y Método

	6. Resultados

	7. Discusión 

	8. Conclusiones y Comentarios Finales 

	9. Referencias  

	10. Anexos


