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1. Resumen

Los antioxidantes son fundamentales para la vida, nos ayudan a protegernos contra el
estrés oxidante que es un factor importante de dano al DNA, lo que puede desencadenar
multiples patologias. Con el fin de mitigar los efectos adversos, se ha incrementado el
consumo de antioxidantes, aunado a la mayor difusién y a la sobrevaloracién de los
beneficios que generan. Los antioxidantes se pueden consumir sin prescripcién ni
supervision médica y son faciles de conseguir, ya que son de libre venta. Sin embargo, la
informacidn sobre los efectos sistémicos y sobre las biomoléculas mas importantes (como
el DNA) de los antioxidantes es escasa o inexistente en la literatura. Por lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto genotdxico y citotéxico del acido ascérbico
(AA), la carnosina (CAR) y la S-alil cisteina (SAC) en un modelo in vivo.

En ratones machos de la cepa CD-1, se administré una dosis de 17mg/Kg/dia de los
distintos antioxidantes (dosis equivalente a la que consume un humano de 60 Kg). Se
tomaron muestras de sangre entera a las 0, 24 y 48 horas y a los 7, 14, 21 y 28 dias, se
realizaron las siguientes técnicas: viabilidad celular por fluorocromos para evaluar
citotoxicidad, el ensayo cometa alcalino para evaluar los rompimientos de cadena sencilla
y evidenciar el dafio al DNA reparable y el ensayo de micronucleos con naranja de acridina
para evaluar el dafio irreparable.

Los resultados mostraron que ninguno de los antioxidantes tuvo actividad citotdxica e
incluso la CAR y la SAC aumentaron significativamente la viabilidad celular. No se
incrementaron los rompimientos de cadena sencilla en ninguno de los grupos. Se observd
que el AA y la SAC aumentaron la frecuencia de micronucleos durante todo el
experimento.

Los resultados muestran que el mejor antioxidante fue la CAR al no mostrar efectos
genotodxicos y aumentar la viabilidad celular, esto podria deberse a su efectiva proteccién
antioxidante y al mejorar la actividad de los antioxidantes enddgenos, de igual manera se
explica por la posible interaccidn electrostatica directa de la carnosina con el DNA, lo que
contribuye al mantenimiento de su estructura.

El AA no generd rompimientos de cadena sencilla, contrario a lo observado en
experimentos in vitro, donde se sugiere que los rompimientos son dependientes de la
dosis, ya que conforme aumentaba la dosis el dafio aumentaba, por lo que es importante
tomar en cuenta que en altas dosis el AA in vitro tiene un efecto prooxidante, por otra
parte el AA generd daiio irreparable al DNA, esto podria deberse al efecto prooxidante
reportado del AA in vitro en presencia de metales de transicién como el Fe** y el Cu®?,
posiblemente esta ruta prooxidante también ocurra in vivo ocasionando un dafio al DNA,



el dafio irreparable producido al DNA es preocupante ya que el AA es uno de los
antioxidantes mas consumidos por la poblacién.

Nuestros resultados muestran que la SAC per se ocasiona aumento en la frecuencia de
MN, no hay referencias en la literatura de este comportamiento con el DNA, por lo que
podemos pensar que su metabolismo es importante para este evento, dado que, la tasa
de absorcién es rapida y la tasa de eliminacién es lenta debido a que posiblemente exista
una reabsorcidn, posiblemente el dafio ocasionado per se, se puede prolongar debido a la
reabsorcidn que existe durante su metabolismo. Podemos concluir que la SAC mostré un
mayor dafo al material genético ya que aumenté la frecuencia de micronucleos durante
todo el experimento y aumentd la viabilidad celular, es decir, las células tienen una mayor
supervivencia pese a que estén dafadas.

Con base en los resultados obtenidos, se recomienda la no administraciéon de los
antioxidantes sin supervision médica, por otra parte, debido a la escasez de informacion,
se sugiere mas investigacion respecto a los efectos que causan los antioxidantes en el
material genético, con el fin de dilucidar los mecanismos de dafio al DNA en condiciones
normales.



2. Tabla de abreviaturas

A Radical ascorbilo

AA Acido ascérbico
CAR Carnosina
DHA Acido dehidroascérbico
DNA Acido desoxirribonucleico
ERO Especies reactivas de oxigeno
FDA Food and Drug Administration
H,0, Perdxido de hidrégeno
Img indice de migracién

MN Micronucleos

NA Naranja de acridina

‘OH Radical hidroxilo

RL Radicales libres

SAC S-alil cisteina

TES Testigo




3. Introduccion

3.1 Estrés oxidante

El estrés oxidante es consecuencia de un desequilibrio entre la produccion de radicales
libres y la capacidad antioxidante de un organismo (Chihuailaf et al. 2002). Puede ser el
resultado de una mayor exposicién a los oxidantes o de la disminucién de la defensa
antioxidante, o que ambos problemas ocurran de manera simultanea (Davies 2000).

Los radicales libres (RL), son cualquier especie quimica que contiene uno o mas electrones
no apareados en su ultima 6rbita. Debido a estos electrones no apareados, los radicales
libres son inestables y reaccionan con los componentes de la célula tales como lipidos,
proteinas y 4acidos nucleicos (Kohen y Nyska 2002, Pryor et al. 2006). Debido a su
inestabilidad, su tiempo de vida es muy corto y cuando reaccionan con otro radical o con
otra molécula, forman nuevos radicales iniciando una reaccién en cadena (Sen 2001).

Por otra parte, en la mayoria de los sistemas biolégicos, también se producen especies
reactivas de oxigeno (ERO), las cuales se forman como productos del metabolismo de los
radicales libres y son moléculas oxidantes que se transforman facilmente en RL, lo que les
confiere la caracteristica de ser compuestos potencialmente dafiinos para las células
(Martinez et al. 2003).

Las ERO y los RL, en concentraciones bajas o moderadas, participan en los procesos
fisiologicos celulares, pero en altas concentraciones producen efectos adversos a los
componentes de la célula. Estas moléculas provienen de dos diferentes fuentes:
endogenas y exdgenas (Halliwell y Gutteridge 2007, Marnett 1999, Valko et al. 2006).

3.1.1 Fuentes enddgenas de RLs

Los RL se producen de manera normal y continua durante el metabolismo celular, como
sucede en: microsomas, peroxisomas, la cadena mitocondrial de transporte de electrones,
en la activacién de neutrdfilos, eosinéfilos y macréfagos, etc. (Klimp et al. 2002, Martinez
et al. 2003).



Tabla 1. Formacidn de los principales radicales libres y especies reactivas de oxigeno

Radicales Libres

Formacion

Referencia

Anién superéxido
0»2

Se forma por la adicién de 1
electrdén al oxigeno molecular,
principalmente en la
mitocondria.
0;+e- > -0”

Miller et al. 1990

Radical hidroxilo
-OH

Se puede generar por la
descomposicion del H,O; en
presencia de metales como el
Fe'?yel Cu™.
Fe'? + H,0, >Fe**+ OH+-OH

Fenton 1984

Radicales
alcoxilo RO-

y
peroxilo ROO-

Estdn relacionados con la
peroxidacién lipidica.
Ambos radicales organicos se
pueden formar durante la
descomposicién de
lipoperdxidos (ROOH) por
calentamiento, la radiacion UV
o por la presencia de metales
de transicién.
ROOH+Fe**-> ROO-+Fe?+H*
ROOH+Fe**>R0-+Fe*+0OH

Duréakova 2010

Especies Reactivas de
Oxigeno

Formacion

Referencia

Perdxido de hidrogeno
HZOZ

Es producido por la xantina
oxidasa
Xantina+ H,0+0, - acido
urico+ H,0,,
aminodcido oxidasa y NADPH
oxidasa y en los peroxisomas
por la participacién de oxigeno
molecular en las reacciones
metabdlicas.

Dupuy et al. 1991
Granger 1988

Acido hipocloroso
HOCI

La enzima mieloperoxidasa
(MPOQ) que estd presente en
neutroéfilos y monocitos, en
presencia de perdxido de
hidrégeno produce acido
hipocloroso.

MPO
H,0, + Cl- —> HOCl + OH™

Duréakova 2010




3.1.2 Fuentes exdgenas de RL

Los radicales libres también se pueden generar por la exposicién a diferentes fuentes
exdgenas por ejemplo:

- El humo del cigarro ya que contiene muchos oxidantes, entre ellos, compuestos
orgdnicos y radicales libres tales como superdxido y éxido nitrico (Church y Pryor
1985).

- Ozono: La exposicién al ozono puede causar la peroxidacion lipidica e inducir el
aumento de los neutroéfilos en el epitelio de las vias respiratorias; La exposicidn a
corto plazo también provoca la liberacion de mediadores inflamatorios
(Hiltermann et al. 1999).

- Radiacién ionizante: La radiacién ionizante, en presencia de O, transforma la
molécula a diferentes prooxidantes como: radical hidroxilo, anidén superéxido,
radicales organicos, perdxido de hidrégeno e hidroperdxidos organicos. Estas
especies de hidroperéxido reaccionan con los iones metdlicos activos redox, tales
como Fe™y Cu*?, a través de la reaccion de Fenton e inducen estrés oxidante (Chiu
etal. 1993).

- Exposicion a metales pesados: lones de metales pesados, tales como hierro, cobre,
cadmio, mercurio, niquel, plomo y arsénico, pueden inducir la generaciéon de
radicales libres y causar dafio celular a través de la peroxidacién lipidica, la
reaccion con las proteinasy el DNA (Stohs y Bagchi 1995).

3.1.3 Efectos bioldgicos de los RL
3.1.3.1 Efectos positivos

El papel fisiolégico de los RL, se asocia con casi todos los procesos del cuerpo y dado
gue en condiciones fisiolégicas se requiere un cierto nivel de radicales libres y
metabolitos reactivos, la supresion completa de la formacion RL no seria benéfica
(Halliwell y Gutteridge 2007, Duréakova et al. 2010).

Los radicales libres juegan un papel irremplazable en la fagocitosis como uno de los
sistemas microbicidas mds importantes (Klimp et al. 2002), también participan en
varias reacciones bioquimicas, por ejemplo en la hidroxilacién, la carboxilacién o en las
reacciones de peroxidacion. Actualmente se sabe que los radicales libres y sus
metabolitos, tienen actividades biomoduladoras importantes y de regulacion en el
proceso de transduccidn de sefiales (Duréakova 2010), un ejemplo de ello es el papel
del perdéxido de hidrégeno como un segundo mensajero, ya que se difunde facilmente
a través de las membranas biolégicas (Forman et al. 2010, Bienert et.al. 2007).



3.1.3.2 Efectos negativos

Cuando la concentracién de ERO y RL sobrepasa los limites fisioldgicos normales,
ocurre lo que se denomina estrés oxidante (EO) (Chihuailaf et al. 2002), ocasionando
dafio y/o muerte celular (Martinez et al. 2003).

El estrés oxidante se ha asociado con diversas patologias entre ellas: enfermedades
cardiovasculares (Ballinger 2005), arteriosclerosis (Harrison et al. 2003), obesidad y
sindrome metabdlico (Furukawa et al. 2004), algunas enfermedades degenerativas
como: Alzheimer, Parkinson, Huntington, esclerosis lateral amiotréfica, demencia
frontotemporal, cataratas, diabetes e incluso el envejecimiento (Golden et al. 2002,
Rahal et al. 2014, Martinez et al. 2013).

Como resultado del incremento de ERO y RL, pueden ocurrir modificaciones en las
proteinas, los lipidos y el DNA. (Bhor et al. 1998)

- Lipidos: El dafio producido en los lipidos se conoce como peroxidacién lipidica,
afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, ya que altera la
permeabilidad de la membrana produciendo edema y muerte celular, es causado
por el oxigeno, el anidn superdxido, el perdxido de hidrogeno vy el radical hidroxilo.
(Jerlick et al. 2000). Una vez que se produce el dafo, este desencadena una
reaccidon en “cascada” ya que a partir de los acidos grasos insaturados se producen
RL que llevan a producciéon de perdxidos organicos y otros productos como
radicales lipidicos, radicales lipoperoxilo etc. que son responsables de efectos
citotoxicos y multiples enfermedades como: Alzheimer, Parkinson, Huntington,
esclerosis lateral amiotréfica, demencia frontotemporal, entre otras (Rangon vy
Bulkley 1993, Martinez et al. 2013).

- Proteinas: el contacto con ERO produce oxidacién de un grupo de aminoacidos
como la fenilalanina, tirosina, histidina y metionina; ademds se forman
entrecruzamientos de cadenas peptidicas y hay formacién de grupos carbonilo
(Roche E. 1994).

- DNA: el daifo producido sobre el DNA afecta principalmente a la desoxirribosa,
provocando la liberacidon de las bases nitrogenadas que se encuentran unidas a
esta azucar, ocasionando el rompimiento de una o ambas cadenas de DNA
causando deleciones que dan como resultado mutaciones y la activacién o
inactivacion de genes. Ademads, el estrés oxidante produce errores durante la
transcripcién y traduccion del RNA (Dukan et al. 2000, Kryston et al. 2011).



3.2 Sistema de defensa celular

El sistema de defensa celular, ha sido ampliamente estudiado y se sabe que las células no
estan indefensas contra los radicales libres a los que estan continuamente expuestas.
Todos los organismos aerobios utilizan una serie de defensas para protegerse contra el
estrés oxidante, entre los mecanismos de defensa que emplean los sistemas bioldgicos,
estan las moléculas antioxidantes (Davies 2000).

3.2.1 Antioxidantes

Un antioxidante se define como "cualquier sustancia que a bajas concentraciones en
comparacioén con un sustrato oxidable, retrasa significativamente o inhibe la oxidacion de
dicho sustrato” (Halliwell 2002).

Como sustrato oxidable se pueden considerar casi todas las moléculas orgdnicas o
inorgdnicas que se encuentran en las células vivas como proteinas, lipidos, hidratos de
carbono y las moléculas de DNA (Halliwell 2002).

Las células utilizan compuestos antioxidantes que reaccionan directamente con los
agentes oxidantes, funcionando como “barredores” o escudos quimicos (Davies 2000),
estos antioxidantes pueden ser compuestos enddgenos producidos por el organismo
como la Superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), el glutatiéon (GSH) y la glutatién
peroxidasa (GPx) o compuestos exdgenos adquiridos de la dieta (Khalid 2007) como el
acido ascorbico (en el hombre, el mono, el cobayo, el cerdo de guinea y algunos otros
pocos mamiferos ya que no lo pueden sintetizar), la carnosina que es sintetizada de forma
enddgena, también se adquiere de forma exdgena vy la S- alil cisteina.

3.2.1.1. Acido ascérbico

La vitamina C, también conocida como 4acido ascorbico (AA) es una vitamina hidrosoluble y
termolabil indispensable para la vida de muchos mamiferos. La mayoria de los animales
tienen la capacidad de sintetizar el AA, sin embargo, el hombre, el mono, el cobayo, el
cerdo de guinea y algunos otros pocos mamiferos, no lo pueden hacer debido a la
ausencia de la enzima L-gulonolactona-oxidasa y necesitan incorporarlo a través de la
dieta (Xammar y Donnamaria 2006, Linster y Van Schaftingen 2007).

La incorporacidn del AA a nuestro organismo puede ser de forma natural, a través de la
ingesta de vegetales y frutas o sintética por administracion de suplementos alimenticios,
los cuales son sumamente populares y se encuentran disponibles en tabletas masticables
y efervescentes, cdpsulas, polvo y en forma liquida (Xammar y Donnamaria 2006).



Actividad bioldgica

- Es esencial para el buen funcionamiento del sistema inmunolégico, por su participacion
en la actividad de los linfocitos, neutrofilos, fagocitos y anticuerpos. (Anderson et al.
1980).

- Participa como cofactor en la biosintesis de neurotransmisores en el sistema nervioso y
de carnitina en los musculos (Naidu 2003, Rebouche 1991).

- Es un cofactor requerido en la esteroidogénesis adrenal (Patak et al. 2004)

- Juega un papel fundamental actuando como coenzima en la sintesis de coldgena, que es
la proteina mas abundante del tejido conectivo y de la matriz orgdnica del tejido éseo, se
encuentra presente en la piel, huesos, dientes, ligamentos, cartilagos, tendones y vasos
sanguineos. La carencia de AA implica que la colagena sintetizada es defectuosa y de mala
calidad, por lo tanto todos los sistemas del organismo se encuentran comprometidos
(Tinker y Ricker 1985, Reiser et al. 1992).

- EI AA es el principal antioxidante hidrosoluble y actiia como la primera defensa contra los
radicales libres en la sangre, es un excelente “barredor” de especies reactivas de oxigenoy
nitrégeno, como anién superoéxido, radicales hidroperoxilo, peroxilo, ozono, peroxinitrito,
didxido de nitrégeno, radicales nitréoxido y acido hipocloroso (Halliwell B., 1996)

Dos propiedades principales del AA hacen que sea un antioxidante ideal (Carr y Frei 1999).
En primer lugar tiene un alto poder reductor lo que le permite reducir casi a todos los
radicales y oxidantes fisioldgicamente relevantes (Buettner 1993). La segunda propiedad
importante, es la estabilidad y la baja reactividad del radical ascorbilo formado cuando el
AA elimina una especie reactiva de oxigeno o nitrégeno (Eq 1). El radical ascorbilo (4° )
dismuta (es al mismo tiempo oxidado y reducido) facilmente para formar ascorbato y
acido dehidroascérbico (DHA) (Eqg 2), o se reduce de nuevo a ascorbato por una reductasa
dependiente de NADH. El producto de oxidacién de 2 electrones de ascorbato, da como
resultado una molécula de acido dehidroascérbico y éste puede a su vez ser reducido de
nuevo a ascorbato por el glutation, por medio de intervencién enzimatica
(dehidroascorbato-reductasa, tiol-transferasa o] proteina-ditiol-isomerasa);
Alternativamente, el dcido dehidroascérbico es rapida e irreversiblemente hidrolizado a
2,3 diceto L-acido gludnico (DKG) (Eq 3) (Halliwell 1996).

AA & A~ & DHA Eql
A° + A° > DHA+ AA Eq2
DHA — DKG u acido oxalico Eq3



AscH, Ascls-] DHAsc

Figura 1 Acido ascérbico y sus productos de oxidacién (Tomado de Johnston et al. 2007 “Ascorbic acid” en
Handbook of vitamins).

Criterios de administracion

Los organismos de salud internacionales como The Food and Nutrition Board (FNB) y
The Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos recomiendan, para
adultos sanos una ingesta diaria de AA de 60 mg, sin embargo, cada organizacién ha
propuesto una dosis diferente (Tabla 2), de 30 a 45 mg para nifilos menores de 14 aios (no
lactantes) y en los enfermos la dosis adecuada de AA puede ser diferente para cada
paciente ésta depende de la patologia que se desea tratar (Food and Nutrition Board
(FNB), Institute of Medicine, National Academy of Sciences 2000.)

Sin embargo no se ha llegado a un consenso entre los investigadores que proponen dosis
desde los 250 mg a los 4000mg en adultos sanos (Pauling 1974, Anderson et al. 1980, Jeng
et al 1996).

Tabla 2. Descripcion general de los valores de referencia de AA para adultos. Modificado
de: EFSA Journal 2013.

Dé:' NNR | WHO/FAO | Afssa IoM SCF NL DH
(2012) (2004) (2001) | (2000) | (1993) | (1992) | (1991)
(2003)
EDAD 20
(afios) >19 >18 >19 a [275| =19 >18 >19 >19
74
HOMBRES | 100 75 45 110 [ 120 | 90 45 70 40
(mg/dia)
MUJERES | 100 75 45 110 | 120 | 75 45 70 40
(mg/dia)

D-A-CH: Alemania, Austria Confederacidn Suiza; NNR: Recomendaciones Nutricionales Nordicas; WHO:
Organizacion mundial de la salud; FAO: Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacidn; AFssa: Agencia francesa para la Seguridad Alimentaria; IOM: Instituto de EE.UU. de Medicina
de la Academia Nacional de Ciencias; SCF: Comité Cientifico de la Alimentacién; NL: Paises bajos; DH:
Departamento de salud.
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Metabolismo

-Absorcidn, transporte y distribucidn: En el ser humano, el AA es facilmente absorbido en
el yeyuno (Rose 1996) y pasa a la sangre por medio de un proceso de transporte activo de
los iones de sodio, este proceso es saturable y dependiente de la dosis, ya que al ingerir
grandes cantidades (>100 g), el porcentaje que se absorbe es mucho menor, por ejemplo:
consumiendo 100 g solo se absorbe un 80% (Kallner et al. 1982), por otra parte el acido
dehidroascérbico es llevado dentro de las células por transportadores de glucosa (GLUT],
GLUT3 y GLUTA4). El AA estd presente en el plasma y en todas las células, sin embargo, se
encuentra en concentraciones elevadas en la corteza suprarrenal y en la hipdfisis (Arilla
1999).

-Degradacion y excrecion: Cuando la ingestion de AA excede los requerimientos del
organismo, una pequeia porcién se almacena en los tejidos, principalmente en la corteza
suprarrenal y en la hipdfisis, pero la mayor parte del exceso es eliminada a través de la
orina cuando se rebasa el umbral plasmatico renal de 1.5mg/100mL. El DHA puede ser
hidrolizado y convertirse en 2,3-dicetoguldnico y cuando este sufre una descarboxilacién
genera dos metabolitos, la xilosa y el dcido xildnico, por otra parte, cuando es oxidado da
lugar al oxalato. Ademads el AA puede ser convertido a acido ascérbico-2-sulfato (Carr y
Frei 1999).

En el caso del AA al superarse los 3 g diarios, se elimina también con las heces. La vida
media de eliminacion del dcido ascorbico absorbido por el organismo depende de la via de
administracion, de la cantidad ingerida y de la velocidad de absorcion. En términos
generales se puede hablar de aproximadamente 14 a 20 dias (Xammar y Donnamaria
2006).

Efectos adversos generales

El AA tiene varios efectos adversos los cuales estan relacionados directamente con la dosis
(Levine et al. 1985), en dosis mayores a 2-6 g/dia se han reportado: diarrea, dolor
abdominal, litiasis renal, cefaléa, nausea, vomitos y calambres abdominales (VADEMECUM
on line).

A pesar de que el AA es reconocido como un buen antioxidante, se ha reportado que
también puede comportarse como un prooxidante en presencia de metales de transicién,
esto ha sido reportado en trabajos in vitro, por ejemplo en presencia de metales como el
hierro o el cobre y formar el radical ascorbil y el metal reducido (Eql) y éste en presencia
de peroxido de hidrogeno puede resultar en la formacion de radicales hidroxilo también
conocida como reaccién de Fenton (Eg2) (Halliwell 1996).

AAZ+M™Y S A2 M+ H Eql
H,0,+ M" = "OH + OH + M™Y Eq2
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Efectos adversos sobre el DNA

En la literatura son muy escasos y los encontrados se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 3. Efectos adversos del AA sobre el DNA

Autor y afio

Tipo de estudio

Resultados

In vitro

Gow-Chin et al.

2002

Linfocitos humanos
Dosis: 0.82 mM

A bajas concentraciones el
AA produce 14.8% de
rompimientos de cadena
sencilla.

Nefi¢ Hilada
2008

Linfocitos humanos
Dosis: a)1000ug/ml
b) 10y 20ug/ml

a) Produce rompimientos
de cromosomas.

b) Produce fallas en el huso
mitético (husos
multipolares, segregacion
multipolar, errores en la
segregacion cromosémica,
formacidn de puentes entre
Ccromosomas y cromosomas
rezagados).

In vivo

Podmore et al.

1998

Linfocitos humanos
Dosis: oral 500 mg/dia/6
semanas

Produce un aumento en el
marcador de dafio en el
DNA 8-oxoadenina, debido
a los RL.

Rojas Lemus
2014

Reticulocitos de ratdn
Dosis: oral 100,150 y
225mg/Kg/dia

Aumento la frecuencia de
micronucleos a dosis bajas
durante las 4 semanas de
duracidn del experimento.

En general, el AA es un excelente antioxidante, sin embargo, los estudios relacionados con
el efecto adverso que ocasiona en el material genético han generado una alerta ya que es
el antioxidante mas consumido por la poblacidn.
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3.2.1.2. Carnosina

Es un dipéptido hidrosoluble compuesto por B-alanina y L-histidina, se encuentra de forma
natural en el cuerpo de muchas especies de mamiferos principalmente en el musculo
esquelético y en bulbo olfatorio, tomando en cuenta que el musculo esquelético
representa un gran porcentaje de la masa corporal total, se calcula que el 99% de la
carnosina presente en un organismo se encuentra en el tejido muscular, sin embargo,
también se ha detectado en el cerebro, corazén, otros tejidos y fluidos corporales en
concentraciones de 10 a 1000 veces menores que en el musculo esquelético
(Boldyrev 2013).

El contenido de carnosina en el cuerpo es dependiente de diferentes variables como:

a) El sexo, ya que se ha observado que los hombres muestran altos niveles de carnosina

~5-6 mM (22- 82%) en comparaciéon con las mujeres ~3-4 mM (Everaert et al. 2010) por lo
gue se ha sugerido que los andrégenos tienen un efecto positivo en la sintesis y contenido
de carnosina en los musculos, un estudio muestra que ratones machos castrados reducen
los niveles de carnosina en un 40% y las hembras a las que se les administra testosterona
incrementan el contenido de carnosina en un 268% (Penafiel et al. 2004).

b) La edad, se ha observado que el contenido de carnosina disminuye en la edad adulta
sin embargo aun no se conocen con exactitud las causas (Baguet et al. 2012).

c) La dieta, ya que se ha observado que las personas omnivoras tienen mds carnosina que
las personas vegetarianas (Everaert et al. 2010).

Actividad biolégica

-Se ha reportado que la carnosina puede formar complejos con metales de transicidon
como el Cu*™?, Co™?, Ni*2, cd*? y Zn*2. Por ejemplo: el complejo carnosina-Zn*? (polaprezinc
0 Z-103) protege la mucosa gastrica de ulceraciones experimentales in vivo (Ko y Leung
2010) y es eficaz contra la gastritis asociada con Helicobacter pylori (Ishihara et al. 2002).

-Tiene actividad antioxidante, la cual implica mecanismos como la quelacién de metales,
“barredor” de especies reactivas de oxigeno y radicales peroxilo (Boldyrev 2013).

-Mejora los sistemas antioxidantes endégenos (Aydin et al. 2010).

- Actua contra la formacion de productos finales de glicacién avanzada (AGEs por su siglas
en inglés), los cuales son grupos amino de las proteinas, particularmente de la cadena
lateral de lisina, arginina e histidina que reaccionan con carbohidratos reductores, que
incluyen a la glucosa, fructosa y triosas, pueden formarse por reacciones oxidantes y no
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oxidantes, cuando se forman por reacciones oxidantes estas pueden ser aceleradas por la
presencia de metales como el Cu y el Fe. Estos AGEs estdn involucrados en el proceso de
envejecimiento y de enfermedades como la diabetes y el Alzheimer, por lo que la
carnosina actia mediante la quelacion de metales para evitar la aceleracion de la glicacion
(Boldyrev 2013).

-Tiene un papel muy importante en las células del musculo esquelético:

- Capacidad amortiguadora de protones: Durante las contracciones musculares de
alta intensidad, la glucdlisis anaerobia conduce a la produccién de acido lactico que
se disocia inmediatamente en protones (H') e iones de lactato a valores de pH
fisioldgicos. La acidosis resultante puede llegar a valores de pH de 6.5 0 menos y a
menudo se ha asociado con la fatiga muscular contractil, es por este motivo, que
se puede vincular la abundancia de carnosina en el musculo, con la propiedad de
secuestrar protones debido a los atomos de nitrégeno de su anillo de imidazol,
esto debido a que los valores de pKa de la carnosina estan muy cerca de 7.0 por lo
gue su capacidad para secuestrar protones es alta (Sale et al. 2010).

- Proteccidn contra las ERO: A través de su actividad antioxidante (Boldyrev 2013).

- Quelacion de metales de transicion: A través de su actividad antioxidante
(Boldyrev 2013).

- Proveedor extracelular de histidina/alanina: La carnosina se puede liberar al
espacio extracelular o hacia las células adyacentes, en los que puede ser utilizada o
degradada, por ejemplo, para el uso de L-histidina o alanina (Boldyrev 2012).

Criterios de administracion

Algunos estudios han demostrado que la disponibilidad de B-alanina puede limitar la
sintesis de carnosina, en contraste con la histidina, que al ser un aminodcido esencial esta
presente en concentraciones elevadas (Harris et al. 2006). La B-alanina es sintetizada en el
higado como el metabolito final de la degradacion del uracilo y la timina (Matthews vy
Traut 1987), pero el mejor recurso para obtener la B-alanina es de la hidrdlisis de los
dipéptidos de la dieta. Por lo tanto, la suplemetanciéon de B-alanina es relevante ya que se
ha demostrado que aumenta la sintesis de carnosina en los tejidos (Harris et al. 2006).

La ingesta diaria promedio de B-alanina a partir de una dieta de un omnivoro occidental
se ha calculado que equivaldria aproximadamente a 330 mg/dia (Everaert et al. 2010) de
los cuales la mayoria proviene de origen animal (carnes rojas, carnes blancas, pescado,
etc.).
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Los suplementos de carnosina se consumen en dosis de 500 a 1500 mg/dia (Producto de la
empresa Vitamin World©) y debido a los beneficios en el ejercicio la dosis reportada en
suplementos deportivos es de 1067 a 3200mg/dia (Productos de General Nutrition
Centers, GNC).

Metabolismo

-Absorcidn, transporte y distribucion: La carnosina es sintetizada por una enzima
citosdlica llamada carnosina sintasa (ATP GD1) la cual es dependiente de ATP y Mg*? esté
presente principalmente en el musculo esquelético, en ciertas regiones del cerebro y el
corazon (Drozak et al. 2010).

La carnosina es absorbida en el intestino delgado (Gardner et al. 1991) y transportada a
través de la membrana celular mediante transportadores de la familia de oligopéptidos
acoplados a protones: PEPT1 y PEPT2 (transportador oligopéptido 1y 2) y PHT1 y PHT2
(péptido/histidina transportador 1 y 2), los miembros de esta familia se destacan por
tener una amplia especificidad (Yamashita et al. 1997).

-Degradacion y excrecion: La carnosina no es degrada por las (di)peptidasas, su
metabolismo es caracterizado por tener sus propias enzimas hidroliticas llamadas
carnosinasas, de las cuales se han identificado 2 tipos: carnosinasa 1 o carnosinasa de
suero y carnosinasa 2 o carnosinasa de tejidos o dipeptidasa citosélica no especifica, cada
una consta de dos dominios, el A que tiene actividad catalitica y de unidon a metales y el
dominio B para la dimerizaciéon (Teufel et al. 2003), algunas de sus caracteristicas se
resumen en la Tabla 3.

Tabla 3 Enzimas hidroliticas especificas de la carnosina. Modificado de Boldyrev, 2013.

Carnosinasa 1 Carnosinasa 2
Carnosina suero Dipeptidasa citosdlica no
Otros nombres L . Y pep g
B-Ala-His dipeptidasa especifica
Expresion en tejidos Cerebro, higado, suero, Ubicua (menos en el suero o
humanos glomérulos del rifidn fluido cerebroespinal)
Localizacion subcelular Secretada Citosodlica
Cofactor Zn**, cd* Mn%*
pH 6ptimo para la hidrolisis
. 8.5 9.5
de carnosina
- Carnosina>anserina> ofidina | Anserina/ofidina>carnosina
Substrato especifico .
> homocarnosina
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Cuando la carnosina entra a los enterocitos, una parte es hidrolizada presumiblemente

por la carnosinasa 2, y los aminodcidos constituyentes pasan a circulacién por medio de

los transportadores de aminodacidos y otra parte, pasa sin hidrolizar a través de la

membrana basolateral, por medio de los transportadores oligopeptidos (Boldyrev 2013).

Efectos adversos sobre el DNA

No hay efectos adversos reportados.

Efectos protectores sobre el DNA

En la literatura existe evidencia del efecto protector de la carnosina sobre el DNA como se

resume en la Tabla 4.

Tabla 4 Muestra el efecto protector de la Carnosina sobre el DNA.

Autor y afio Estudios In vitro Resultados
Las células mostraron una
tasa lenta de acortamiento
Shao et al. Fibroblastos pulmonares en los teldmeros y una
2004 Dosis:20mM mayor esperanza de vida en

poblaciones que estan
duplicandose.

DNA gendmico de una

a) Reduccion del dafio en el
DNA en el sistema oxidante
H,0,CuS0,-acido ascoérbico.
b) Inhibid la oxidacion de la

Mozdzan et al. ternera ] )
. ribosa en un 60% en medios
2004 Dosis: a)0.5-10mM .
oxidantes como:
b) 20mM
CuS04-H,0,-EDTA,
FeS0O4-H,0,-EDTA y
FeCls-H,0,-EDTA
En presencia de cloroformo
la CAR:
Linfocitos humanos a) Redujo significativamente
Alpsoy et al. . . .
2011 Dosis: a)20mN el intercambio de

b)5, 10,15y 20mM

cromatidas hermanas.
b) Mantuvo los niveles de
SOD, GSH y GPx.
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3.2.1.3 S-Alil cisteina

La S-alil cisteina (SAC) es un compuesto organosulfurado derivado del ajo, ha sido utilizado
como un suplemento dietético comun y en la medicina tradicional. La SAC es un derivado
del aminoacido cisteina, en el que un grupo alquilo ha sido afiadido al 4tomo de azufre
(Imai et al. 2014).

Actividad bioloégica

-Tiene actividad antioxidante, ya que posee un grupo tiol que puede donar facilmente su
protén a una especie electréfila, neutralizandola o haciéndola menos reactiva (Colin-
Gonzélez et al. 2012), puede “barrer” eficientemente el anidn superdxido, perdxido de
hidrogeno, radicales hidroxilo y el anidn peroxinitrito (Medina-Campos et al. 2007).

- Tiene un efecto quelante sobre metales como el hierro y el cobre (Pelizzoni et al. 2008).

-Aumenta los niveles de antioxidantes enddgenos como la catalasa y la glutatidon
peroxidasa (Hsu et al. 2004).

Criterios de administracion

La ingesta de este compuesto no esta limitada y en promedio se consumen en
suplementos alimenticios 1000mg al dia (Producto de empresa naturista Kyolic ®).

Metabolismo

En ratas, la farmacocinética de la SAC tras la administracion oral consta de tres fases: dos
fases muy rdpidas (absorcion y distribucidn), seguido de una fase de eliminacién lenta,
debido a su reabsorcion (Colin-Gonzélez et al. 2012 y Nagae et al. 1994).

-Absorcidn, transporte y distribucién: La SAC es soluble en agua y es facilmente absorbida
en el tracto gastrointestinal y puede ser detectada 8 horas después de la administracidn.
Se distribuye en varios drganos como el corazén, bazo, pulmén, cerebro y se encuentra
en mayor concentracién en el rindn y en el higado y su vida media es de 2.7h (Yan y Zeng
2005, Nagae et al. 1994).

-Degradacion y excrecion: La SAC es eliminada por medio de la orina y se han identificado
los siguientes metabolitos: N-acetil S-alil cisteina sulféxido (NAc-SACs), S-alil cisteina
sulféxido (SACS) y L-y-glutamil S-alil cisteina y principalmente N-acetil S-alil cisteina (Nac-
SAC) (Colin-Gonzédlez et al. 2012). Este ultimo metabolito sugiere que la SAC es
metabolizad en el rifidn y en el higado por la N-acetil tranferasa para formar Nac-SAC. Sin
embargo, se ha demostrado que cuando la SAC se elimina casi por completo del higado, se
retiene una relativamente alta concentracién en el rifidn. Por lo tanto, se puede especular
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que la SAC puede ser transformada en N-acetil-SAC por N-acetil transferasa en el higado y
a continuacién, una parte de N-acetil-SAC puede ser desacetilada a SAC por la amilasa en
el rindn, seguido de su reabsorcién (Nagae et al. 1994).

Efectos adversos generales

Se han observado efectos adversos en dosis orales mayores a 500mg/Kg en ratas macho:
aumento del pH urinario, disminucidn de los niveles de urobilindgeno en la orina y en
ratas hembra: aumento de los niveles de glucosa, lo que sugiere que la SAC induce atrofia
del pdancreas y disminuye la secrecion de insulina, ocurren modificaciones renales
(disminucidn del nitrégeno de urea en sangre y de la creatinina en suero) y modificaciones
hepaticas (aumento del colesterol en suero, proteinas, lipidos y concentraciones de
fosfatasa alcalina) y en ambos sexos disminucién del hematocrito y hemoglobina (Kodera
et al. 2002).

Al contener azufre vy al ser hidrosoluble, su consumo excesivo puede causar efectos
adversos como: dolor abdominal, vémito o diarrea (Consulta en linea “Toxicologia”)

Efectos adversos sobre el DNA

No hay estudios donde se reporte la interaccion del SAC con el DNA.

3.3 Autoadministracidn y libre venta de antioxidantes

Debido al papel fundamental de los antioxidantes en la vida, en la salud humana y a su
general popularidad (debido a una mayor difusion de sus beneficios), la demanda de estos
compuestos por el publico en general, ha aumentado recientemente (Bouayed y Bohn
2010).

Los suplementos alimenticios (vitaminas, minerales, hierbas o productos a base de
plantas, algas, levaduras, hongos y muchas otras sustancias o extractos que incluyen
aminodcidos o enzimas) no requieren contar con registro sanitario, es decir, no pasan
pruebas exhaustivas para demostrar su eficacia, calidad y seguridad antes de ser
comercializados, su vigilancia se realiza cuando ya estan en el mercado por lo que pueden
ser adquiridos sin receta médica ya que son de libre venta (Cofepris 2010) y se espera que
para el 2020 en México el precio de estos suplementos llegue a recaudar $22 000 millones
de pesos, ya que afio con afio aumenta su demanda entre la poblacién (Euromonitor
2015).
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A pesar de los beneficios que generan, la FDA (Food and Drug Admistration) dié a conocer
que el numero de informes de efectos adversos de suplementos ha aumentado cada afio:

- 2010: 1,009 informes de efectos adversos

- 2011: 2,047 informes de efectos adversos

- 2012: 2,844 informes de efectos adversos

- 2013: los informes sobre efectos adversos representaron mas de 100,000 llamadas
a los centros de toxicologia de Estados Unidos.

No obstante, la mayoria de las personas que sufren efectos secundarios y/o enfermedades
no llaman a los centros de control de envenenamiento o al fabricante de suplementos, por
lo que las cifras reportadas son estimaciones muy bajas de lo que realmente acontece)
(American Cancer Society, 2015).

De igual manera hay reportes que contradicen la eficacia de los antioxidantes,
argumentando dos posibles razones: (American Cancer Society, 2015)

a) Las megadosis, a pesar de que su auge fue en la década de los 90°s hoy en dia
aun se cree que “mas es mejor”. Sin embargo, hay estudios en donde compuestos
administrados en dosis altas pueden resultar perjudiciales (American Cancer
Society, 2015)

b) Falta de conocimiento del mecanismo de accién en patologias, principalmente
en el cdncer (American Cancer Society, 2015).

A pesar de los efectos adversos reportados, la informacion sobre los efectos sistémicos y
sobre las biomoléculas mds importantes (como el DNA) de los antioxidantes, es escasa o
inexistente en la literatura, por tal motivo, es de primordial importancia evaluar estos
efectos en el material genético mediante diferentes pruebas.

4. Pruebas para deteccion de genotoxicidad

En los Ultimos afos, las pruebas para detectar el dafio al DNA son de gran importancia, ya
gue el conocimiento adquirido acerca de los eventos genéticos evaluados por estas
pruebas, permiten comprender la alteracion del material genético en los organismos
causado por un agente (xenobidtico, molécula, toxina, compuesto), ya que éstos pueden
causar mutaciones en células germinales y somaticas, inducir enfermedades, iniciar
procesos carcinogénicos o de transformacion tumoral de las células (Guzman-Rincén et al.
1995, Gémez-Meda et al. 2007).

Con el objeto de evaluar la interaccion y/o el efecto mutagénico potencial sobre el DNA
gue distintos compuestos pueden ejercer, se utilizan diferentes ensayos para la deteccion
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de genotoxicidad (Nigro et al. 2009) tanto en sistemas procariontes como eucariontes
(Fernandez et al. 2003). Entre ellas estan: la prueba de Ames, aberraciones cromosdmicas,
(Fatima et al. 2001) aductos por cromatografia liquida de alta presion (HPLC), intercambio
de cromatidas hermanas (ICH) (Norppa 2004), el ensayo cometa (Rojas et al. 2000) vy el
ensayo de micronucleos (Krishna y Hayashi 2000).

4.1 Ensayo de micronucleos con naranja de acridina

La toxicologia genética estudia los efectos adversos en el proceso de la herencia mediante
una serie de técnicas in vitro e in vivo, disefiadas para evaluar los efectos de los agentes
sobre los mecanismos genéticos y el consiguiente riesgo para los organismos, incluyendo a
los seres humanos. Existen tres niveles de mutacién: genes, cromosomas y aparato
mitético, por lo que, es preciso proporcionar una amplia cobertura del potencial
mutagénico y carcinogénico de un agente. En este sentido, el ensayo de micronucleos se
ha utilizado ampliamente para evaluar la genotoxicidad, tanto en ensayos in vitro como in
vivo (Krishna y Hayashi 2000).

La evaluacién de la frecuencia de micronucleos in vivo es la principal prueba en una serie
de pruebas de genotoxicidad y estd recomendada por los organismos reguladores de todo
el mundo para ser llevado a cabo como parte de la evaluacién de la bioseguridad (Krishna
y Hayashi 2000). Asi mismo, la alta fiabilidad y el bajo costo de la técnica, han contribuido
a la adopcién de este biomarcador y a su éxito en todo el mundo (Bonassi et al. 2006).

El propdsito del ensayo de microndcleos es identificar sustancias que causan la formacién
de micronucleos (en hematologia conocidos como cuerpos de Howell-Jolly), que se
forman durante la transicién de metafase-anafase, como resultado de la fragmentacién
de cromosomas (clastogenicidad) o de pérdida de cromosomas completos debido a la
disfuncién del aparato mitdtico (aneugenicidad). Cuando esto ocurre el material genético
que se desprende y que, por tanto, queda excluido no se incorpora correctamente al
nucleo de la célula hija, originando uno o varios nucleos de menor tamafio que el principal
y se denomina “micronucleo” (Schmid 1975, Krishna y Hayashi 2000), esta prueba se
puede realizar en células de: cdrnea, vejiga urinaria, eséfago, cavidad nasal, mucosa oral y
en células eritropoyéticas de médula dsea (Krishna y Hayashi 2000, Morita et al. 2011).

El ensayo de micronucleos con naranja de acridina, utiliza las células de la médula ésea
debido a que es un drgano hematopoyético, en el que las células madre forman la base de
la eritropoyesis con etapas de proliferacion y maduracion (Krishna y Hayashi 2000).

Durante la proliferacién, las células se dividen normalmente, pero en el momento en que
es administrado un agente éste puede actuar y causar dafio a los cromosomas, de igual
manera puede actuar en macromoléculas relacionadas con la funcién de disyuncion de
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cromdtidas. Estas anomalias ocasionadas (pérdida de un fragmento o un cromosoma
completo) generalmente quedan fuera durante la divisidn celular y no pueden integrarse
en los nucleos de las células hijas formando micronucleos, que se pueden ver en el
citoplasma (Krishna y Hayashi 2000).

Durante la maduracién, se libera a la circulacién un eritroblasto que se transforma en
eritrocito policromatico o reticulocito (eritrocito joven que todavia contiene RNA y se
formé 24horas antes de su liberacién), en el que el nudcleo principal es expulsado,
contrario a cualquier micronicleo que se ha formado ya que éste permanece en el
citoplasma (Krishna y Hayashi 2000).

Sangre periférica
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Figura 2 Modelo de formacién de micronucleos en eritrocitos de la médula dsea por efectos clastogénicos
(rompimientos) y por aneuploidogénicos (fallas en el aparato mitotico). Modificado de Hayashi 2005.

Por lo tanto, un aumento en la frecuencia de reticulocitos micronucleados es una
indicacidn de dafio cromosémico inducido por agentes clastégenicos o aneuploidogénicos
(Schmid 1975, Krishna y Hayashi 2000). Sin embargo, la técnica por si misma no puede
identificar el origen del MN pero pueden llevarse a cabo estudios adicionales para
identificar el origen de los microntcleos por ejemplo: hibridacién fluorescente in situ
(FISH), reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y analisis de cariotipo (Krishna &
Hayashi., 2000, Calasanz 2001).
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Basandonos en lo anterior, el ensayo de naranja de acridina es idéneo debido a que
otorga una tincion diferencial ya que fluorocromiza de color amarillo-verde limén el DNA
y naranja el RNA (Krishna y Hayashi 2000) Figuras 3 y 4.

Figura 3 Observacion de reticulocitos con naranja de acridina (Flechas).

Figura 4 Observacion de un reticulocito con un microntcleo (Flecha blanca) y de un reticulocito con 2

micronucleos (flecha naranja), obsérvese la fluorescencia diferencial.
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4.2. Ensayo cometa pH13

El ensayo cometa evalla el dafio al DNA ocasionado por una exposicion reciente y en una
etapa temprana, por lo que la célula puede potencialmente reparar al DNA danado (Maluf
y Erdtmann 2001). Su nombre deriva de la apariencia del DNA de las células tras la
realizacion del ensayo: una cabeza intensamente brillante la cual es DNA sin dafio y una
cola cuya longitud e intensidad estan relacionadas con la cantidad de rompimientos de
cadena del DNA (Figura 5). Esto se debe a la migracion de los rompimientos de cadena del
DNA hacia el anodo durante una electroforesis horizontal (Pérez-Cadahia 2004).

Largo de la cola (uM) Largodela
cabeza

(uMm)

Figura 5 Célula al término del ensayo cometa

Los primeros en cuantificar el dafio al DNA en las células utilizando una técnica de
electroforesis de microgel conocida como "electroforesis en gel de una célula " o "ensayo
cometa” fueron Ostling y Johanson (1984). Sin embargo, las condiciones neutras que
utilizaron soélo permitian la deteccion de rompimientos de doble cadena. Mas tarde, el
protocolo fue modificado por Singh et al. (1988) para su uso en condiciones alcalinas, ésta
version permitié evaluar rompimientos en el DNA de cadena sencilla y detectar sitios
alcali-labiles.

Durante la ultima década, el ensayo cometa, o electroforesis en gel de una sola célula
(SCGE) se ha convertido en uno de los métodos estandar para la evaluacion de dafios en el
DNA, se aplica por lo general a las células animales ya sea en cultivo o aislado del
organismo, (por ejemplo, linfocitos aislados de la sangre 6 células disgregadas de
diferentes tejidos) (Tice et al. 2000, Collins 2004) y tiene aplicaciones en diferentes areas
de investigacidn como: pruebas de genotoxicidad, control bioldgico, epidemiologia
molecular, genotoxicologia ecolégica asi como en la investigacién en el dafio y reparacion
del DNA (Collins 2004, Cortés-Gutiérrez et al. 2011).

En comparacion con otros ensayos de genotoxicidad, el ensayo cometa otorga multiples
ventajas: es muy sensible, detecta bajos niveles de dafo, utiliza un pequefio nimero de
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células por muestra, es flexible, es de bajo costo, facil aplicacidon y puede utilizarse en
estudios in vivo e in vitro (Tice et al. 2000). Para la evaluacion de resultados es necesario
realizar simultdaneamente un ensayo de citotoxicidad, ya que esta relacionada con el nivel
del dafio al DNA y aunque no se han llevado a cabo estudios de los niveles de citotoxicidad
aceptable para el ensayo cometa (in vivo), la viabilidad celular que esta por debajo del 70
al 80% es considerada excesiva para la validacion de la prueba (Tice et al. 2000, Collins
2004).

5. Prueba para deteccion de citotoxicidad: Viabilidad celular por fluorocromos

La viabilidad celular por fluorocromos con FDA (diacetato de fluoresceina) y Bromuro de
etidio, se basa en el principio general en el cudl las células viables tienen la propiedad de
hidrolizar por medio de esterasas el FDA (no fluorescente), el cual es un éster no polar que
pasa a través de las membranas plasmaticas convirtiéndolo en fluoresceina y debido a que
la membrana celular esta intacta éste tiende a acumularse intracelularmente y puede ser
observado de un color verde fluorescente en condiciones de excitacion apropiada.
Por otra parte, el bromuro de etidio tiende a penetrar a las células lentamente, sin
embargo, en las células que estdn muertas éste tiende a penetrar mas rdpidamente
otorgando a la célula un color rojo brillante debido a su combinacion con el DNA (Kvach et
al. 1983, Bank 1987).

El resultado de esta técnica genera un fuerte contraste entre las células vivas (con
fluorescencia verde) y las células muertas (fluorescencia roja), permitiendo sacar un
porcentaje (Takasugi 1971).

6. Justificacion

Debido a la sobrevaloracion de los beneficios que generan los antioxidantes y su general
popularidad debido a una mayor difusion ha ocasionado un incremento en Ia
autosuplementacidn ya que se pueden consumir sin prescripcidn, sin supervision médica y
son faciles de conseguir ya que son de libre venta y toda la poblacién tiene acceso a ellos
por lo que los consumen aunque se encuentren sanos, sin considerar los posibles efectos
adversos.

Asi mismo, se ha observado un aumento en los reportes por intoxicacién con
antioxidantes, sin embargo la informacién sobre los efectos sistémicos y sobre las
biomoléculas mas importantes (como el DNA) es escasa o inexistente en la literatura.
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7. Hipotesis

Si el acido ascérbico, la carnosina y la S-alil cisteina tienen actividad citotdxica vy
genotdxica in vivo, entonces se observard muerte celular y daino al DNA que se observara
en forma de rompimientos de cadena sencilla y micronucleos.

8. Objetivos

8.1 Objetivo general

Evaluar la genotoxicidad y la citotoxicidad en ratones machos de la cepa CD1,
suplementados con distintos antioxidantes.

8.2 Objetivos particulares

Evaluar en sangre periférica de ratones adultos de la cepa CD1, con administracién oral
diaria de: Acido ascérbico, Carnosina o S-alil cisteina:

-El efecto citotdoxico mediante viabilidad celular por fluorocromos en leucocitos.

-Los rompimientos de cadena sencilla del DNA mediante ensayo cometa alcalino en
leucocitos.

-La presencia de remanencias de DNA mediante la técnica de micronulcleos con
naranja de acridina, en reticulocitos.

9. Método

9.1. Seleccidén de grupos expuestos y toma de muestras

Se emplearon 40 ratones machos adultos (60 dias) de la cepa CD1 con alimento Rodent
Laboratory Chow y agua ad libitum y se subdividieron en 4 grupos como lo muestra la
siguiente tabla.

Tabla 5 Muestra la relacidn de los grupos de trabajo y su variable (antioxidante).

GRUPO COMPUESTO
1 Acido ascérbico
2 Carnosina
3 S-alil cisteina
4 Testigo
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Se tomd sangre entera de la vena caudal del ratdén la cual se procesé para realizar las
técnicas de viabilidad celular por fluorocromos, ensayo cometa y ensayo de micronucleos
con naranja de acridina durante los siguientes tiempos: 0 horas (antes de la primer
administracion del antioxidante), 24 horas (transcurrida la primer administracién), 48
horas (transcurrida la segunda administracion) y posteriormente cada 7 dias hasta
completar 28 dias.

Figura 6. Izquierda: corte de la vena caudal. Centro: Toma de muestra de la vena caudal. Derecha: Detalle de
la toma de muestra (Fotografias cortesia de Luz Tabarez).

9.2 Administracion oral de antioxidantes

La administracion oral se realizd diariamente durante los 28 dias de duracién del
experimento y para realizarla primero se pesé cada ratén y posteriormente con la ayuda
de una micropipeta se tomé la dosis correspondiente de cada uno de los antioxidantes
tomando en cuenta la siguiente tabla.

Tabla 6 Tabla de dosificacion de los antioxidantes, muestra la dosis que se administrd a un
ratdn la cual es equivalente a la dosis media consensual del consumo de cada uno de los
antioxidantes en un humano de 60 Kg.

ESPECIE ACIDO ASCORBICO CARNOSINA S-ALIL CISTEINA

HUMANO (60Kg)

Dosis reportadas:
10-2500mg/dia

X=1000mg/dia

Dosis reportadas:
500-1500mg/dia
Dosis en productos
deportivos: 1067-
3200mg/dia
X=1000mg/dia

Dosis reportada:
1000mg/dia

X=1000mg/dia

RATON

X=17mg/Kg/dia

X=17mg/Kg/dia

X=17mg/Kg/dia
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Figura 7. Muestra como se pesé cada uno de los ratones (Fotografia cortesia de Luz Tabarez).

Figura 8. Muestra el procedimiento de la administracion oral de los antioxidantes
(Fotografia cortesia de Luz Tabarez).

9.3. Estrategias experimentales
9.3.1 Viabilidad celular por fluorocromos

La técnica de viabilidad celular por fluorocromos se llevé a cabo de acuerdo a lo reportado
por Strauss (1991) con algunas modificaciones. Se disolvieron 0.01g de diacetato de
fluoresceina (FDA) en 2mL de acetona y 0.01g de bromuro de etidio (BrEt) en 5mL de
buffer de fosfatos (PBS). Posteriormente se tomaron 15 pL de FDA, 2.4 mL de PBS y 100uL
de BrEt vy se depositaron en un frasco cubierto para impedir la entrada de luz a la
solucidn.
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Se tomd una muestra de sangre entera y se mezclé en proporcion 1:1 con la solucidn
FDA-PBS-BrEt y se observé en el microscopio de fluorescencia (con aumento de 20X). Se
contaron en campos al azar 100 células de las cuales se sacé la proporcién de células vivas
(las cuales se encontraban metabdlicamente activas y emitian color verde fluorescente) y
las células muertas (las cuales emitian un color rojo fluorescente) Figura 9.

Figura 9. Campo donde se observan las células vivas (verde fluorescente) y muertas (rojo fluorescente).

9.3.2 Ensayo cometa pH13

El ensayo cometa alcalino se llevé acabo de acuerdo a Singh et al. (1988) con algunas
modificaciones.

Preparacion de laminillas: Los porta objetos se cubrieron con una capa de agarosa de
punto de fusidon normal (APFN) disuelta al 0.5% en buffer de fosfatos (PBS) y se secaron en
la estufa a 60°C.

Toma de muestras: Se tomaron 5L de sangre entera de la vena caudal de un ratén y se
mezclaron con 150puL de agarosa de bajo punto fusion (APFB) la cual se disolvid al 0.5% en
PBS, de este preparado se realizaron muestras por duplicado colocando 75uL en cada
laminilla a la que previamente se le adiciond una capa de APFN, se colocaron los cubre
objetos y se pusieron las laminillas en hielo hasta que solidifico el gel, posteriormente se
les colocd una tercer capa de APFB se cubrieron nuevamente y se mantuvieron en hielo
hasta que solidifico el gel.

Desenrollamiento y electroforesis: Después de la solidificacidon se procedié a remover el
cubreobjetos y las laminillas se colocaron en una solucién de lisis (NaCl 2.5M, Na2 EDTA
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100mM, Tris 0.01M, Tritéon x-100 1% y DMS0O10%) donde permanecieron al menos 24
horas a 4°C.

En una camara de electroforesis horizontal se colocaron las muestras embebidas en un
buffer de corrida (NaOH 300mM, Na2 EDTA 1mM, pH13) durante 20 minutos (tiempo de
desenrollamiento del DNA) y posteriormente 20 minutos mds para el corrimiento a 300
mAy25V.

Posteriormente, se realizaron lavados en una solucién Tris pH 7.5 durante 15 min.
Finalmente, se fijaron con etanol absoluto.

Fluorocromizacion y evaluaciéon de resultados: Para la observacion de las muestras se
fluorocromizaron con bromuro de etidio (0.02mg/ml) y se observaron en el microscopio
de fluorescencia. Para categorizar el dafio se midi6é al azar la longitud de la cola de 200
nucleoides por muestra y de acuerdo con la longitud de la cola del cometa se clasificaron
en 5 categorias: 1 (sin dafo), 2 (dafio bajo), 3 (dafio medio), 4 (dafo alto) y 5 (dafio total),
al final se calculé un indice de migracién (Img) de acuerdo con Rodriguez Mercado et al.
(2011) el cual sirvié para la interpretacion de los resultados.

-
-

Figura 10. Campo donde se observan las diferentes categorias de dafio al DNA. A muestra categoria 1 (sin

dafio) y 2 (bajo), B muestra la categoria 3 (medio), C muestra la categoria 4 (alto) y D muestra la categoria 5
(dafio total).

9.3.3 Ensayo de micronticleos con naranja de acridina

Preparacidn de laminillas: Se prepararon laminillas cubiertas de naranja de acridina (NA)
con base en la técnica de Krishna y Hayashi (2000). La NA se prepard en una solucién con
agua destilada (1Img/ml), de la cual se tomdé una pequefia cantidad y se colocé en un
portaobjetos precalentado (alrededor de 70°C). Con ayuda de otro portaobjetos,
se extendid el colorante y se dejo secar a temperatura ambiente. Las laminillas se
guardaron en la oscuridad hasta su uso.
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Toma de muestras: Se tomaron 5ul de sangre entera de la vena caudal de un raton vy se
colocaron en las laminillas previamente preparadas con NA, inmediatamente se colocd un
cubreobjetos y las muestras se mantuvieron a 4°C durante 24 h y hasta 2 dias. La toma de
muestras se realizé por duplicado.

Evaluacion de resultados: Se realizé bajo un microscopio de fluorescencia y se identifico
en la muestra la tincion diferencial que se obtuvo con la NA, ya que esta tifie de color rojo
el RNA que se observd en los reticulocitos y de amarillo verde limén el DNA que se
observé en los leucocitos y en los microntcleos. Por cada laminilla se cuantificé el nUmero
de reticulocitos en 1000 eritrocitos, posteriormente por cada 2000 reticulocitos el nUmero
de MN encontrados y se calculd la frecuencia de micronucleos en reticulocitos.

Figura 11. A Observacion del campo de conteo de reticulocitos, B Observacién de un reticulocito con un
micronucleo (Flecha), obsérvese la fluorescencia diferencial.

9.4 Andlisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism (versién 5.0). Para
identificar diferencias entre el grupo se utilizé la prueba de ANOVA p<0.05 y post hoc
Tukey. Para la comparacion del antioxidante versus grupo testigo se utilizé la prueba de t-
Student p<0.05 (dos colas, no pareada).

Los datos estan reportados como media * error estdndar y los valores de p<0.05 fueron
considerados como estadisticamente significativos.
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10. Resultados

10.1 Efecto citotdxico

Viabilidad celular: En los tres antioxidantes, no se observé disminucién de la viabilidad
celular durante todo el experimento, ésta se mantuvo por arriba del 90% (Figuras 12 y 13)
y se observé un aumento significativo respecto al grupo testigo en los grupos CAR (A) y

SAC (B) (Figura 13).
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Figura 12 Viabilidad celular, A: no se observé citotoxicidad espontanea en el grupo testigo, B: no se
observaron diferencias significativas entre el grupo testigo y el grupo acido ascérbico.
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Figura 13 Viabilidad celular, A: se observé un aumento significativo en la viabilidad celular entre el grupo
carnosina y el grupo testigo desde las 48h y hasta los 28d, B: se observd un aumento significativo en la
viabilidad celular entre el grupo S-alil cisteina y el grupo testigo desde las 24h y hasta los 28d t Student p <

0.05
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10.2 Efecto genotdxico

10.2.1 Ensayo cometa alcalino

Ensayo cometa alcalino: Durante todo el experimento en los tres antioxidantes: AA, CAR y

SAC no se observaron rompimientos de cadena sencilla respecto al grupo testigo (Figuras
14y 15).
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Figura 14. Ensayo cometa, A: No hubo rompimientos de cadena sencilla espontaneos en el grupo testigo, B:

no hubo diferencias significativas durante todo el experimento entre el grupo testigo y el acido ascérbico.
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Figura 15. Ensayo cometa, No hubo diferencias significativas durante todo el experimento entre el grupo
testigo y carnosina (A), de igual manera entre el grupo testigo y S-alil cisteina (B).
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10.2.2 Ensayo de microntcleos con naranja de acridina

Ensayo de micronucleos con naranja de acridina: El grupo TES no presenté aumento
significativo en la frecuencia de MN durante todo el experimento (Figura 16 A) al igual que
en el grupo CAR (Figura 17 A), sin embargo, en los grupos AA y SAC se observd el aumento
significativo en la frecuencia de MN respecto al grupo TES a partir de las 24h y hasta el
término del experimento (Figura 16 B y Figura 17 B respectivamente).
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Figura 16. Ensayo de MN, A: en el grupo testigo no se observé aumento en la frecuencia de MN en ningun
tiempo durante todo el experimento, B: desde las 24h y hasta los 28d el acido ascérbico aumento
significativamente la frecuencia de MN, t Student p < 0.05.
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Figura 17. Ensayo de MN, A: en el grupo carnosina no se observé aumento en la frecuencia de MN en ningun
tiempo durante todo el experimento, B: en el grupo S-alil cisteina, se observé un aumento significativo en la
frecuencia de MN desde las 24h hasta los 28d, t Student p < 0.05.
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10.3 Resumen de resultados

El grupo AA

- Mantuvo la viabilidad celular por arriba del 90%.
-No generdé rompimientos de cadena sencilla durante todo el experimento.

-Aumenté la frecuencia de MN a partir de las 24h y hasta los 28d.

El grupo CAR

-Aumenté significativamente la viabilidad celular respecto al grupo testigo a partir de las
48h y hasta los 28d.

-No generé rompimientos de cadena sencilla durante todo el experimento.

-No aument? la frecuencia de MN durante todo el experimento.

El grupo SAC

-Aumenté significativamente la viabilidad celular respecto al grupo testigo a partir de las
24h y hasta los 28d.

-No generd rompimientos de cadena sencilla durante todo el experimento.

-Aumenté significativamente la frecuencia de MN a partir de las 24 h y hasta los 28d.
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11. Discusion
11.1 Importancia de los resultados obtenidos mediante el ensayo de MN

Dado los resultados obtenidos en la prueba de micronucleos con naranja de acridina, es
de vital importancia comprenderlos desde el punto de vista general, es decir, lo que
sucede en un individuo.

El ensayo de micronucleos con naranja de acridina, utiliza las células de la médula désea
debido a que es un drgano hematopoyético, donde las células madre forman la base de la
eritropoyesis y estan en constante division (Krishna y Hayashi 2000), por lo que es
importante saber el nimero de células generadas por dia y cuantas de esas células, segun
nuestros resultados, podrian tener pérdida de material genético evidenciado en
micronucleos

El bazo es el encargado de retirar a los eritrocitos micronucleados de la circulacién, por lo
tanto, los MN generados no tienen un impacto perjudicial en estas células, no asi en el
resto de los tipos celulares (Zuiiiga et al. 2006).

El ensayo de MN nos da un panorama de lo que ocurre en células que estan en
proliferacidn. Si se calcula la cantidad de micronucleos en eritrocitos en los que se observa
una frecuencia de 2MN por cada 2000 células, entonces en 1 dia 200 millones de células
sufrieron dafio genotéxico al menos en la eritropoyesis, debido a que la médula ésea
produce en 1 dia 200,000 millones de eritrocitos, lo que nos conduce a dimensionar la
idea del nimero total de células que sufrieron dafio genotdxico por cada estirpe celular
gue se divide (Tabla 7).

Tabla 7 Muestra el nUmero de eritrocitos normales y con 2 MN generados por 1 dia.

Tiempo Eritrocitos generados
1dia 200,000 millones
1dia 2MN por cada 2000->200 millones

11.2 Acido ascérbico

El antioxidante acido ascdérbico, no tuvo actividad citotdéxica y mantuvo una viabilidad
celular mayor al 90%, comprobando lo observado in vivo por Rojas Lemus (2014) e in vitro
por Gow-Chin et al. (2002). Por otra parte, Sakagami (1996) mostré que el AA genera
citotoxicidad contra las células cancerosas (HL-60 de leucemia promielocitica humana)
inducida por el aumento del radical ascorbil, causando incremento del calcio intracelular,
que se traduce en una sefial de apoptosis. Sin embargo, en la presente investigacion el AA
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no mostré citotoxicidad en leucocitos, lo que sugiere, que AA genera citotoxicidad contra
las células cancerosas pero no citotoxicidad frente a los leucocitos normales.

El rompimiento de cadena sencilla del DNA es un tema controversial, ya que contrario a lo
observado en estudios in vitro (Anderson et al. 1993, Gow-Chin et al. 2002 e Hilada Nefi¢
2008) en el presente trabajo in vivo no se observaron rompimientos.

Lo sugerido en los estudios in vitro, es que los rompimientos son producidos dependientes
de la dosis, asi lo observé Anderson et al. (1993) que realizé pruebas con dosis entre los
OuM-50mM de AA y observé que conforme aumentaba la dosis el dafio era mayor,
encontrando una dosis adecuada de 40 uM en donde el dafio no es significativo, de igual
manera Gow-Chin et al. (2002) e Hilada Nefi¢ (2008) observaron este patron.

Con estos experimentos, podemos sugerir que posiblemente in vivo suceda lo mismo y los
rompimientos sean dependientes de la dosis ya que Rojas Lemus (2014) observd que en
una dosis de 50mg/kg/dia de AA, hay un aumento significativo en los rompimientos de
cadena sencilla desde la primer administracidén y en el presente trabajo se observé que en
una dosis de 17mg/kg/dia el AA no produce rompimientos.

Por otra parte, sabemos que los principales metabolitos producto del metabolismo del AA
son: el 2,3-dicetoguldnico y el oxalato (Naidu 2003), éste ultimo, aumenta dependiente de
la dosis y recientemente Unlu y Saglar (2015) demostraron que el aumento de oxalato
estd relacionado con el daio al DNA provocando rompimientos de cadena sencilla, por lo
que, si el AA per se aumenta los rompimientos en altas dosis, de igual manera, aumenta el
oxalato ocasionando mds rompimientos, por lo que, la dosis de AA es de primordial
importancia para evaluar el dafio al DNA, apoyando a lo sugerido anteriormente.

El aumento de la frecuencia de MN de igual manera fue observado por Rojas-Lemus
(2014) al probar diferentes dosis de AA: 100, 150, 225 mg/Kg/dia, durante las 4 semanas
gue duré el experimento, (estas dosis son consideradas bajas ya que hay reportes de dosis
desde los 250 mg a los 4000mg) (Pauling 1974, Anderson et al. 1980, Jeng et al. 1996).

Este aumento en la frecuencia de MN, podria deberse al efecto prooxidante reportado del
AA in vitro en presencia de metales de transicién como el Fe™ y el cu®?, ya que al reducir
el metal se forma el radical ascorbil y este radical en un medio con perdéxido de hidrégeno
tiende a aumentarlo (Deutsch 1998). Por otra parte, el metal reducido en presencia de
peroxido de hidréogeno, puede resultar en la formacidon de radicales hidroxilo esto
mediante la reaccién de Fenton (Zhao y Jung 1995, Halliwell 1996), lo que sugiere, que a
pesar de ser un buen quelante de metales, los radicales generados tienden a dafiar al
DNA, por lo que en un sistema bioldgico como lo es un ratén, existe la interaccion del AA
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administrado con estos metales de transicidn y, posiblemente esta ruta prooxidante, sea
un factor que explique el dafio ocasionado al DNA.

Por otra parte, sabemos que el ensayo de MN con naranja de acridina no identifica el
origen de los micronucleos (Krishna Hayashi 2000), pero podemos hacer una inferencia ya
gue Vijayalaxmi et al. (1999), en un experimento in vivo observaron que el AA en dosis de
10, 30 y 60 mg/Kg disminuia los MN en presencia de agentes clastdgenos como
ciclofosfamida (CP) y clorhidrato de bleomicina (BLM), aunado a los resultados obtenidos
en el ensayo cometa demostrando que no hay rompimientos de cadena sencilla, podemos
decir que posiblemente el origen de los microntcleos generados sea aneugénico. Sin
embargo, se requiere mas investigacién al respecto.

11.3 Carnosina

La carnosina no mostrd efecto citotdxico, por el contrario, aumentd la viabilidad de las
células respecto al grupo testigo, esto se podria explicar por la efectividad de la proteccion
antioxidante ya que de igual manera Boldyrev et.al. (2011) observaron la disminucién de
la apoptosis en neuronas en un medio con homo 4cido cisteico (el cual aumenta las ERO),
argumentando que la proteccidn es debida al efecto antioxidante de la carnosina.

En el ensayo cometa, la carnosina no generdé rompimientos en ningun tiempo durante el
transcurso del experimento, en la literatura sélo existe un trabajo (Hsieh et al. 2002)
donde utilizan el ensayo cometa in vitro en linfocitos humanos, en donde observan la
capacidad de la carnosina para evitar el dafo ocasionado por Fe™, Cu™ y H,O, y cuando
prueban a la carnosina sola observan que hay dafio sobre el DNA, el cual sucede cuando
se va aumentando la dosis, sin embargo, este dafio ocasionado no es significativo.

El no causar dafio al DNA como rompimientos o MN, también se explica por la posible
interaccion directa de la carnosina con la molécula de DNA, ya que la carga principal
negativa del DNA que se encuentra en los residuos de fosfato del esqueleto de la molécula
y su interaccion con el anillo de imidazol, con carga positiva de la carnosina pueden
“ocultar” a la molécula de DNA de la accion de los radicales libres otorgando una carga
negativa parcial (Lavery et al. 1981).

Por lo tanto, teniendo en cuenta las caracteristicas contra RL de carnosina y su posible
interaccion electrostdtica con el DNA, posiblemente este dipéptido contribuye al
mantenimiento de la estructura integral del DNA en la célula (Leinsoo et al. 2006).

37


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383571898001612

Aunado a lo anterior, los pocos trabajos que existen en la literatura entre la carnosina y el
DNA, hacen referencia a su eficiente actividad antioxidante mediante la quelacién de
metales como el Fe> y Cu™ in vitro (Hsieh et al. 2002, Mozdzan et. al. 2004),
posiblemente esta actividad quelante ocurra in vivo y dado que no hay reportes de que la
carnosina posea una actividad prooxidante durante la quelacion de estos metales la hace
un mejor antioxidante. De igual manera, el mejorar los antioxidantes endégenos (Aydin et
al. 2010) hacen que la defensa antioxidante sea mayor protegiendo al organismo, sin
olvidar que este dipéptido se encuentra de forma natural en el cuerpo y puede ser
utilizado como tal o hidrolizarse para su uso dependiendo el caso (Boldyrev 2013).

11.4 S- alil cisteina

La S-alil cisteina, aumento significativamente la viabilidad celular respecto al grupo testigo
durante todo el experimento. En un experimento in vivo, protegio a las células expuestas a
plomo ya que aumentoé la viabilidad celular a dosis de 200mg/Kg/dia (por 20 dias) y en
dosis de 150 a 250 mg/Kg/dia (durante 7 dias), en ese estudio los autores observaron que
a mayor dosis mas protecciéon y lo atribuyeron a la capacidad de aumentar los niveles de
antioxidantes enddgenos como la CAT y la GPx y a su capacidad como quelante de metales
(Mandal et al. 2012), por lo que posiblemente in vivo, en condiciones normales, suceda lo
mismo.

Por otra parte, en el ensayo cometa no se observd el aumento en los rompimientos de
cadena sencilla durante todo el experimento. Existe un experimento in vitro en el cual la
linea celular HepG2 de hepatoma humano fue expuesta a diferentes compuestos como el
MMS (metimetanosulfonato) que es un agente clastégeno (Wahnschaffe et al. 2005). En
este experimento se reportd que la SAC protegid a las células disminuyendo
significativamente los rompimientos desde la dosis mds baja (5uM) hasta la dosis mayor
(100uM), la cual disminuyd el dafio entre un 40 y 44%, en otra parte del estudio, la SAC
protegié a las células de los rompimientos causados por H,0, de manera dosis
dependiente, es decir, en dosis de 25uM disminuyé el dafio 24% y en dosis de 100uM
disminuyé el dafio 54% (Belloir et al. 2006). Por lo que, si bien en este estudio se utilizd
una linea proveniente de una patologia, podemos pensar que posiblemente en células
sanas de acuerdo con nuestros resultados, no cause rompimientos per se o proteja a las
células de este dafio.

La SAC causd un aumento en la frecuencia de MN durante todo el experimento, no hay
referencias en la literatura acerca de este comportamiento con el DNA, por lo que
podemos pensar que su metabolismo es importante para este evento, dado que, la tasa
de absorcidn es rapida y la tasa de eliminacidn es lenta debido a que posiblemente exista
una reabsorcion, ya que el principal metabolito N-acetil S-alil cisteina (Nac-SAC) producido
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por su metabolismo sugiere que la SAC es metabolizada en el rifién y en el higado por N-
acetil tranferasa para formar Nac-SAC . Sin embargo, se ha demostrado que, cuando la
SAC se elimina casi completamente del higado, se retiene facilmente una alta
concentracion en el rindn (Nagae et al. 1994, Amano et al. 2015, Colin-Gonzalez et al.
2012). Por lo tanto, se puede especular que la SAC puede ser transformada en N-acetil-
SAC por N-acetil transferasa en el higado y a continuacién, una parte de N-acetil-SAC
puede ser desacetilada a SAC por la amilasa en el rifidén, seguido de su reabsorcion (Nagae
et al. 1994, Amano et al. 2015, Colin-Gonzdlez et al. 2012).

Por lo que los resultados muestran que la SAC per se, causa un aumento en la frecuencia

de MN, posiblemente este dafio se puede prolongar debido a la reabsorcién que existe
durante su metabolismo y debido a los resultados obtenidos con el ensayo cometa
podemos especular que los MN producidos son de origen aneugénico.

12. Conclusion

El acido ascérbico, es uno de los antioxidantes mas consumidos por la poblacién y en una
dosis 17mg/Kg/dia (que es equivalente a la dosis suplementada en un humano) produjo
dano irreparable durante todo el experimento, por lo que tiene actividad genotéxica
in vivo y debido a los resultados de esta investigacidn, se sugiere tomar en cuenta las dosis
gue recomiendan las organizaciones como la FAO, ya que, la dosis media que utilizamos es
mayor a la recomendada, sin embargo, es la dosis que se suplementa con mds frecuencia
entre la poblacién, lo que genera mayor preocupacion.

El mejor antioxidante es la carnosina, ya que no generd ningun tipo de dafio al DNA y
protegio a las células de la muerte celular, aumentando la viabilidad celular.

El antioxidante que mostré un mayor dano al material genético fue la S-alil cisteina ya que
aumenté la frecuencia de micronucleos durante todo el experimento y aumenté la
viabilidad celular, es decir, las células tienen una mayor supervivencia pese a que estén
dafiadas.

Debido a los resultados obtenidos y a la escasez de informacidn, se sugiere mas
investigacion respecto a los efectos que causan los antioxidantes en el material genético,
con el fin de dilucidar su mecanismo de accidn frente al DNA en condiciones normales, ya
que debido a una mayor difusién y sobrevaloracién de los antioxidantes, aunado a la libre
venta, conllevan a incrementar su consumo entre la poblacién aunque se encuentren
sanos, por lo que se sugiere que no se autosuplementen, cualquier antioxidante sin
supervision médica.
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13. Perspectivas

® Se sugieren mas estudios con diferentes antioxidantes aumentando los dias de
administracién.

® En cuanto a la formacion de MN analizar su origen mediante la técnica de FISH.

= Realizar un estudio dosis respuesta para conocer la dosis dptima, es decir, que no
tenga un efecto perjudicial sobre el DNA.
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