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RESUMEN

Se ha mostrado el potencial de proteccion que presentan algunos antioxidantes como el
acido ascoérbico (AA) y el a-tocoferol (a-TOH) contra el dafio genotdxico inducido por
compuestos de cromo hexavalente (Cr[VI]). Sin embargo, las vias por las cuales estas
sustancias protegen o disminuyen el dafno al acido desoxirribonucleico (ADN) aun no estan
bien estudiadas. En este trabajo se evaluaron las frecuencias de micronucleos (MN), de
células apoptodticas, de rompimientos de cadena sencilla y los niveles de antioxidantes
endoégenos en ratones tratados con AA-aTOH y Cr(VI), con la finalidad de indagar los
posibles efectos del AA-aTOH sobre la reparacion del dano al ADN y de los niveles de
antioxidantes totales como posibles vias de proteccion del dafo genotédxico inducido por
Cr(VI). Grupos de cinco ratones fueron tratados con dosis Unicas de la siguiente manera: i)
Grupos testigo, se les administré el vehiculo (agua o aceite de maiz); ii) Grupo antioxidante,
se le suministré por via intragastrica (ig) AA-aTOH (100 y 20 mg/Kg respectivamente); iii)
Grupo Cr(VI), se tratd con trioxido de cromo (CrOz) por via intraperitoneal (ip) (20 mg/Kg);
iv) Grupo experimental, se le aplicaron los antioxidantes cuatro horas antes del compuesto
metalico por las mismas vias de administracion. Para todas las técnicas se tomaron
muestras de sangre periférica de la vena caudal; las evaluaciones de MN vy la relacion de
eritrocitos policromaticos respecto a los normocromaticos (EPC/ENC) se realizaron a las 0
y 48 horas después de los tratamientos. El ensayo cometa (reparacion del ADN) se evalué
alas 0, 4, 24 y 48 horas, mientras que la viabilidad celular, la apoptosis y los niveles de
antioxidantes totales se midieron unicamente a las 48 horas después de los tratamientos.
La administracion del AA-aTOH no resulté genotéxico ni citotdxico, no presentd efectos
sobre la apoptosis e incrementoé los niveles de antioxidantes totales. Se corroboré el efecto
genotodxico y citotoxico del CrOs; ademas de la induccion de MN, se presentaron rupturas
de cadena sencilla del ADN (desde la hora 4), se incrementaron las células apoptéticas y
se disminuyeron los niveles de antioxidantes totales. En el grupo tratado con AA-aTOH
previo al CrOs se observé disminucion en el dafio genotoxico, ya que se redujeron alrededor
del 37% las frecuencias de MN, asi como las frecuencias de células apoptéticas en
comparacion con el grupo tratado con CrOs. No obstante, se vio afectada la viabilidad
celular, lo cual se atribuye al incremento de la necrosis dada por el CrOs y el AA. La defensa
antigenotdxica pudo deberse a dos vias: 1) la activacion de la reparacion al ADN, ya que
se disminuyeron significativamente las rupturas de cadenas a la hora 48; y 2) la activacion
y el restablecimiento de los antioxidantes endogenos, ya que se incrementaron
significativamente las concentraciones de éstos.
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iNDICE DE ABREVIATURAS
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. INTRODUCCION

Se ha planteado que diversas enfermedades crénico-degenerativas, incluidos algunos tipos
de cancer pueden ser iniciados y promovidos por el dafio genotoxico (Gatto et al., 2010;
McCarroll et al., 2010). La genotoxicidad inducida por compuestos de Cr(VI), se ha
relacionado con el estrés oxidante (EOx) generado durante su reduccién intracelular a
cromo trivalente (Cr[lll]) (O’'Brien, Ceryak y Patierno, 2003). En contraparte, las sustancias
con propiedades antioxidantes han surgido como una opcién en la prevencion y el
tratamiento de enfermedades relacionadas con el EOx. Particularmente, en el grupo de
investigacion del Laboratorio de Antimutagénesis, Anticarcinogénesis y Antiteratogénesis
de la FES Zaragoza, UNAM, se ha mostrado el potencial de proteccion que presentan el
AA y el a-TOH contra el dafio genotéxico inducido por metales de transicion (Garcia-
Rodriguez et al., 2012; Garcia-Rodriguez, Hernandez-Cortés y Altamirano-Lozano, 2016).
Sin embargo, las vias por las cuales estos antioxidantes protegen o disminuyen el dano al

ADN aun no estan bien estudiadas.

1.1 Antioxidantes

Los antioxidantes pueden ser definidos como cualquier sustancia que retrase, prevenga o
elimine la oxidacion de otras moléculas, ya que éstos son capaces de donar electrones para
estabilizar a los radicales libres (RL) y neutralizar sus efectos dafinos. La principal
caracteristica estructural de éstos, es la presencia de grupos hidroxilo (-OH) o sulfhidrilo (-
SH) en la molécula original o en su forma reducida (Veskoukis, Tsatsakis y Kouretas, 2012;
Halliwell y Gutteridge, 2015; Pisoschi y Pop, 2015).

Las funciones antioxidantes implican disminuir el EOx, generalmente pueden proteger
contra la toxicidad de los metales por la estabilizacién de RL y asi terminar con la reaccion
en cadena; ademas de que pueden quelar al ion metalico y de esta manera evitar la
reaccion de especies reactivas de oxigeno (ERO), o bien, pueden quelar al metal y
mantenerlo en un estado redox que lo hace incompetente para la reduccion del oxigeno
(Pisoschi y Pop, 2015).

Los antioxidantes se clasifican como hidrosolubles (acido urico, glutation reducido [GSH] y

polifenoles), o liposolubles (acido lipoico, vitamina A y E). También se les ha dividido en




Efectos del AA-aTOH sobre el dafio genotoxico del trioxido de cromo | Thelma J. Parra A.

enzimaticos (superédxido dismutasa [SOD], catalasa [CAT], glutatién reductasa [GR] vy
glutation peroxidasa [GPx]) y no enzimaticos (GSH, acido urico, vitaminas y polifenoles).
Los antioxidantes primarios son principalmente rompedores de reacciones en cadena
capaces de atrapar especies reactivas mediante la donacion de hidrégeno y los secundarios
son inhibidores de oxigeno singlete, descomponedores de perdxido, quelantes de metales,
inhibidores de enzimas oxidativas o absorbentes de radiacion UV (Flora, 2009; Veskoukis,
Tsatsakis y Kouretas, 2012; Pisoschi y Pop, 2015).

Los antioxidantes pueden ser sintetizados por la célula (endégenos) o ingresar a través de
la dieta (exdgenos) (Ramos ef al., 2006; Veskoukis, Tsatsakis y Kouretas, 2012). Entre los
antioxidantes endégenos se incluyen tioles, acido urico, bilirrubina, melatonina, acido lipoico

y tres sistemas principales de enzimas: SOD, CAT y GPx. La SOD cataliza la dismutacién
del radical superoxido (O2"") a perdxido de hidrégeno (H202) y oxigeno molecular (O2). La
actividad de la CAT se localiza basicamente en los peroxisomas, en donde cataliza la
conversion del H202, en agua (H20) y O en varios tejidos. La GPx cataliza la reaccion a
través de la cual el GSH reacciona con el H202 para transformarlo en H2.O (Figura 1)

(Gonzalez-Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-Mufiz, 2000; Pisoschi y Pop, 2015).

|

Paso1 [ Ou- +0,- +2H"

CAT |
Paso 2 H,0, + H,0, —) 2H,0 + O,
(GPx
Paso 3 H,0, +2GSH ——— 3 2H,0 + GSSG

(GR j|

-

Figura 1. Principal sistema de defensa antioxidante enzimatico in vivo y sus reacciones en la
eliminacién de RL y ERO. Modificada de Peng et al. (2014).

Los antioxidantes exdgenos provienen de los alimentos ingeridos, transforman a los RL en
radicales menos reactivos, o bien, los transfieren de sitios donde pueden provocar graves
dafios (membranas) a compartimentos celulares donde sus efectos sean menos drasticos

(citoplasma). Dentro de este tipo de antioxidantes se encuentran nutrientes esenciales que
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incluyen al AA, a-TOH y B-caroteno, ademas de los no esenciales como los flavonoides. Se
ha sugerido que una dieta rica en antioxidantes puede traer beneficios para la salud, por lo
que ha surgido un gran interés hacia la evaluacion de los productos naturales y su
capacidad antioxidante (Gonzalez-Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-Mufiz, 2000; Avello y
Suwalsky, 2006; Pisoschi y Pop, 2015).

1.1.1 Acido ascérbico

El AA también conocido como ascorbato o vitamina C, es considerado el antioxidante
hidrosoluble mas abundante en la sangre y uno de los mas potentes agentes antioxidantes
del organismo. La forma natural de la vitamina es el enantiémero L (Figura 2) que posee
propiedades nutricionales, mientras que el D no esta disponible en la naturaleza y no tiene
relevancia fisiologica. EI AA posee propiedades acidas y fuertemente reductoras, debido a
que se comporta como un acido carboxilico vinilogo, en donde el doble enlace (grupo vinilo)
transmite pares de electrones entre el hidroxilo y el carbonilo. El AA dona electrones a las
ERO oxidandose primero a monodehidroascorbato y después a dehidroascorbato (Figura
3). Las ERO son reducidas a H>O, mientras que las formas oxidadas del AA son
relativamente estables, no reactivas y no causan dafio celular (Avello y Suwalsky, 2006;
Serra y Cafaro, 2007; Flora, 2009).

CH,OH
HC—OH
O
O
HO OH
Figura 2. Estructura de la molécula del L-acido ascoérbico. Tomada de Royal Society of Chemistry
(2018).
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El AA es un nutrimento esencial producido por la mayoria de las plantas y de los animales
a partir de la D-glucosa y la D-galactosa, fundamentalmente en higado, glandulas
suprarrenales e intestino. Sin embargo, los humanos, cobayos, murciélagos frugivoros,
algunas aves y primates son incapaces de sintetizar esta vitamina debido a la pérdida de la
enzima L-gulonolactona oxidasa (GLO), por lo que el AA debe tomarse de la dieta (Serra 'y
Cafaro, 2007; Unlu et al., 2016). Las fuentes mas ricas de AA incluyen a las grosellas, kiwis,
citricos (guayabas, limas y naranjas), pimientos, fresas y melones, asi como verduras de
hoja verde (brocoli) y algunos cereales (Devaki y Raveendran, 2017). En humanos se
absorbe en el intestino delgado por un proceso activo mediado por el transportador de
vitamina C dependiente de sodio 1 (SVTC-1 por sus siglas en inglés), que se expresa
predominantemente en tejido epitelial (intestino, higado y rifién); mientras que el SVTC-2

se localiza en tejidos especializados del ojo y del cerebro (Tsukaguchi et al., 1999).

CH,OH
HOGH 5 o

H

‘0 OH

Acido ascorbico

Radical tocoperoxil

Monodehidroascorbato

[ |
Superoxido Q-
TRTT | BROATE Peréxido de hidrégeno H,0,
+e/+ -e/-
reductasa
=~ ?HQOH

HOCH o, .0

7
H\__
8
.

o’ o
Radical ascorbilo

Glutation oxidado (monodehidroascorbato)

(GSSG)
Dehidroascorbato -e/-H"
reductasa ?Hon
/ HOCH o o
2 Glutation reducido ‘ ”j—(
(GSH) g o

Figura 3. Degradacion oxidativa del dcido ascérbico. Modificada de Pehlivan (2017).
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La importancia biolégica del AA radica en que desempena un papel de cofactor y de agente
reductor en varias reacciones enzimaticas. Es esencial en la biosintesis del colageno, de la
L-carnitina (importante para la conversion de la dopamina a noradrenalina) y de varios
neurotransmisores. Se requiere en el metabolismo de la tirosina, acido folico y triptéfano,
ademas es necesario en la hidroxilacion de glicina, prolina, lisina y catecolaminas. EI AA
facilita y aumenta la absorcion del hierro en el tracto digestivo mediante la reduccion del
estado férrico al ferroso. Se ha asociado con el sistema inmune debido a que esta disponible
en altas concentraciones en los leucocitos, ademas reduce la duracion y severidad del
resfriado comun, aunque aun se desconozcan las razones (Serra y Cafaro, 2007; Mauro-
Martin y Garicano-Vilar, 2015; Pisoschi y Pop, 2015; Unlu et al., 2016).

El motivo por el cual el AA se ha considerado como la defensa antioxidante mas importante

en el plasma, es que posee dos grupos -OH ionizables que eliminan ERO y RL, como el
anion radical hidroxilo (‘OH), alcoxilo (RO®) y superdxido O;". Los retira de los

compartimentos hidrofilicos de la célula, de la matriz extracelular y del sistema circulatorio,
por lo tanto, previene la oxidacion de las biomoléculas esenciales, se inhibe la peroxidacion
lipidica y el EOx (Flora, 2009; Pisoschi y Pop, 2015). Evidencias experimentales muestran
que el AA interacciona de forma sinérgica con otros antioxidantes, dentro de los cuales se
incluye el a-TOH. En la interfase lipido-acuosa, el ascorbato reduce al radical tocoperoxilo
oxidado que se encuentra unido a las membranas, permitiéndole cumplir de nuevo con sus
funciones antioxidantes (Gonzalez-Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-Mufiiz, 2000; Pisoschi y
Pop, 2015).

La ingesta media recomendada (RDA, por sus siglas en inglés) de AA que proporciona
proteccién antioxidante es de 90 mg/dia para hombres y 75 mg/dia para mujeres. Esta dosis
esta basada para mantener la concentracion maxima de AA en neutrdfilos, con una minima
excrecién urinaria de éste. Debido a que fumar aumenta el EOx, se ha sugerido que los
fumadores aumenten 35 mg/dia (Institute of Medicine U.S., 2000). La ausencia de esta
vitamina en el organismo conlleva a la enfermedad de escorbuto (AA< 2.5 mg/l). Las
manifestaciones clinicas son fatiga, mialgias, artralgias, purpura vascular, sindrome
hemorragico y pérdida de dientes. Los signos biolégicos mas evidentes son: anemia,
hipocolesterolemia, hipoalbuminemia, edema, deficiencia en la cicatrizacion, entre otras
(Pauling, 1970; Serra y Cafaro, 2007).
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1.1.2 a-tocoferol

La vitamina E agrupa diferentes compuestos, dentro de los cuales se incluyen los
tocoferoles y los tocotrienoles. EI mas importante en la especie humana es el a-TOH que
esta presente en las membranas celulares y en las lipoproteinas plasmaticas. Su estructura
molecular consta de dos partes principales: un anillo complejo cromanol y una larga cadena

lateral (Figura 4); estas caracteristicas le confieren su papel como antioxidante bioldgico,
ya que es capaz de fijar RL como O2"", peroxilo (R-O;") e "OH (Febles et al., 2002; Marquez
et al., 2002; Azzi, 2017).

H
3 CHs

Figura 4. Estructura de la molécula RRR-a-tocoferol presente en los alimentos. Tomada de “Institute of
Medicine U.S." (2000).

El a-TOH se encuentra de forma natural en los alimentos de origen vegetal; es sintetizado
y almacenado en hojas y semillas de plantas. Sus principales fuentes son los aceites
vegetales de maiz, soyay germen de trigo (Marquez et al., 2002). En humanos la eficiencia
de absorcién del a-TOH consumido se estima entre el 51-86%. Al ser liposoluble, su
absorcion depende de la formacién de micelas y de la absorcién de lipidos en el lumen
intestinal, ademas se requiere de secreciones pancreaticas y biliares. En las células del
epitelio intestinal, el a-TOH es incorporado a los quilomicrones, los cuales son secretados
por via linfatica a la circulacién sistémica. En el higado, el a-TOH es reconocido
especificamente por la proteina de transferencia de a-tocoferol (a-TTP) y de esta forma es
incorporado a las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) secretadas por el higado.
Después la vitamina es intercambiada entre las diferentes lipoproteinas de baja y alta
densidad (LDL y HDL respectivamente) que se distribuyen dentro del plasma a los tejidos
periféricos (Marquez et al., 2002; Olmedilla et al., 2017).
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El a-TOH puede alterar positivamente los biomarcadores del EOx, mejorar la eritropoyesis
o disminuir la dosis necesaria de eritropoyetina. Los radicales R-O." que causan la

lipoperoxidacién tienen una mayor afinidad por el a-TOH que por las cadenas de los acidos
grasos adyacentes. De esta manera, la vitamina detiene las reacciones en cadena de
oxidacion de lipidos de las membranas celulares y se transforma en una molécula con baja
reactividad incapaz de atacar sustratos lipidicos. En este punto el AA juega un papel
importante en la regeneracién de la forma antioxidante del a-TOH (Figura 5) (Gonzalez-
Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-Muiiz, 2000).

H
HO
0~_O\,_CHCH,OH
LOO 0" R
LO 0
Vitamina E Vitamina C* (Asc™)
H
9 0O~_~CHCH,OH
LOOH j_z/
EOH oK HO O~
Vitamina E Vitamina C (AscH")

Figura 5. Reaccién de la vitamina E con radicales peroxilo y la regeneracioén del radical tocoperoxilo a
través de la oxidacién de un solo electrén de la vitamina C. LOO", radical lipoperoxilo; LO", radical

lipoalcoxilo; LOOH, lipoperéxido; AscH™, ascorbato; AscH™, radical ascorbilo. Modificada de Valko
et al. (2004).

La concentracién de 14 pyM de a-TOH en el plasma es suficiente para prevenir la
avitaminosis y la lisis de eritrocitos (hemdlisis) inducida por el H2O,. La RDA para hombres
y mujeres es de 15 mg/dia de a-TOH (Institute of Medicine U.S., 2000). La deficiencia de
vitamina E es poco comun, generalmente solo ocurre en alteraciones genéticas que afectan
al metabolismo de la vitamina. La ataxia con deficiencia de vitamina E (AVED, por sus siglas
en inglés), se produce por mutaciones en el gen que codifica para la proteina de a-TTP.
Estos individuos tienen la capacidad de absorber la vitamina en el intestino, pero no la
pueden retener. Los sintomas incluyen ataxia progresiva, torpeza de las manos, pérdida de

propiocepcion y arreflexia (Azzi, 2017).

e
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1.2 Estrés oxidante

Cuando la accién de los sistemas antioxidantes no puede neutralizar la produccion excesiva
de radicales de oxigeno, se altera la homeostasis 6xido-reduccion de la célula que conlleva
a un dafio potencial, conocido como estrés oxidante (EOx). Este se ha asociado a varios
trastornos celulares y en grandes niveles induce la muerte celular a través de necrosis y/o
apoptosis (Harman, 1956; Rios, 2003; Flora, 2009; Li et al., 2015; Pisoschi y Pop, 2015).

Un RL es una especie quimica (molécula o atomo) que presenta al menos un electron
desapareado en la orbita externa. La mayoria de los RL son en extremo reactivos y tienden
a asociarse a otras moléculas “apareando” el electrén libre, lo que a su vez las convierte en
moléculas reactivas, capaces de provocar una reaccion en cadena que causa dafo
oxidante, desde células hasta tejidos (Bunker, 1992; Gonzalez-Torres, Betancourt-Rule y
Ortiz-Muhiz, 2000; Ramos et al., 2006).

El EOx surge de un incremento en la generaciéon de ERO y especies reactivas de nitrogeno
(ERN). Las ERO estan representadas tanto por RL, que incluyen al O;"", "OH y R-O5"; y no-

radicales, como H>O3, acido hipocloroso (HOCI), ozono (Os3), entre otros (Figura 6). Las
ERO en los organismos aerobios, son producidas principalmente por el empleo del O; en
su metabolismo. Sin embargo, no todas las especies oxidantes tienen un origen endégeno,
pueden generase durante la irradiacién con luz UV, rayos X y rayos gamma; a su vez son
productos de reacciones catalizadas por metales y estan presentes como contaminantes
en la atmosfera (Flora, 2009; Delgado, Betanzos y Sumaya, 2010; Li et al., 2015; Pisoschi
y Pop, 2015).

Las ERO en bajas cantidades actuan como moléculas de senalizacion, que estan
implicadas en la regulacion de la proliferacién celular, la apoptosis y la expresién génica al
desencadenar factores de transcripcion. De igual forma, su produccién por los fagocitos es
esencial en el mecanismo de defensa contra diversas cepas de bacterias u hongos. Sin
embargo, en altas concentraciones pueden iniciar la peroxidacion lipidica y oxidar
indiscriminadamente practicamente todas las moléculas en las membranas y tejidos
bioldgicos, lo que resulta en lesiones (Finkel, 1998; Apel y Hirt, 2004; Li et al., 2015; Pisoschi
y Pop, 2015).
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Radicales libres No radicales

Especies reactivas de oxigeno (ERO)

Superoéxido (o710 Peréxido de hidrégeno H20:2
Hidroxilo *OH Acido hipobromoso HOBr
Hidroperoxilo HO, Ozono O3
Lipoperoxilo LO,* Oxigeno singlete 02'Ag
Lipoalcoxilo LO- Lipoperoéxido LOOH
Productos de reaccién de
Maillard
Especies reactivas de cloro (ERC)
Cloro atémico Cl- Acido hipocloroso HOCI
Cloruro de nitrilo NOCI
Cloraminas
Especies reactivas de nitrogeno (ERN)
Acido nitrico NO- Acido nitroso HNO:
Dioxido de nitrogeno NO2- Cation nitrosilo NO*
Anioén nitroxilo NO~
Tetroxido de dinitrégeno N204
Triéxido de dinitrégeno N203
Peroxinitrito ONOO™
Acido peroxinitroso ONOOH
Cation de nitronio NO2*

Figura 6. Especies reactivas radicales y no radicales. Editado de Packer y Canenas (2013).

1.3 Metales pesados como inductores de estrés oxidante

Los metales pesados son elementos naturales que tienen un alto peso atdémico y una
densidad al menos 5 veces mayor que la del agua, ademas son potentes agentes oxidantes
debido a la presencia del orbital “d” vacio. El arsénico (As), el cadmio (Cd), el cromo (Cr),
el vanadio (V), el plomo (Pb) y el mercurio (Hg) poseen alto grado de toxicidad, por lo que
figuran entre los metales prioritarios que son de importancia para la salud publica. Estos se
clasifican en carcindgenos humanos (conocidos o probables) de acuerdo con la
“Environmental Protection Agency” (EPA) vy la “International Agency for Research on
Cancer” (IARC). Aunque el cobre (Cu), el cobalto (Co), el hierro (Fe), el niquel (Ni), el
selenio (Se) y el zinc (Zn), son esenciales para los organismos vivos en cantidades

minimas, la exposicion crénica y extensa causa efectos perjudiciales para los tejidos y
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érganos que resulta eventualmente en carcinogénesis. Las posibles fuentes de exposiciéon
a los metales incluyen la contaminacion del agua subterranea, el trabajo con metales, el
curtido de pieles y la mineria (IARC, 1990; Navarro-Avifié, Aguilar y Lopez-Moya, 2007; Lee
et al., 2012; Tchounwou et al., 2012).

La toxicidad y carcinogenicidad de algunos metales se debe a que éstos poseen la
capacidad de interaccionar con el ADN vy las proteinas nucleares, asimismo generan ERO
que causan el deterioro oxidativo de diversas biomoléculas. Los compuestos de Fe(ll),
Cu(ll), Cr(lM1), (1V), (V) y (VI), Co(ll), Ni(ll) y V(IV), mediante la reacciéon de Fenton producen

ERO intracelulares de manera directa e indirecta. Durante esta reaccion, un ion del metal
de transicion reacciona con el H,O; para generar un “OH altamente téxico y un ion metélico
oxidado. Otro mecanismo clave por el cual los metales como Cr(lll), (1V), (V) y (VI), V(IV),

Co(l) y Co(ll) generan ERO es la reaccién de Haber-Weiss. En esta reaccion, el O,"~ media

la generacion del *OH a partir del H,O, y también participa en la reduccién de Fe(lll) que
conduce a la reacciéon de Fenton (Figura 7). Es probable que el mecanismo de generacién
de "OH de tipo Haber-Weiss sea mas predominante in vivo que la reaccion de tipo Fenton

(Flora, 2009; Lee et al., 2012).

Fe?* + HO, —— Fe** +'OH+ OH~  Reaccion de Fenton

H*
0.~ + H.02 ¥> O, + OH + H,O Reaccion de Haber-Weiss

Figura 7. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss.
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1.3.1 Cromo hexavalente

El cromo es un elemento natural que existe en combinacién con otros elementos para
formar diversos compuestos. Los tres principales estados de oxidacion del cromo son Cr(0),
Cr(lll), y Cr(VI). Los efectos a la salud y la carcinogenicidad del cromo se relacionan
principalmente con su estado de oxidacion en el momento de exposicion. Mientras que el
Cr(lll) en bajas dosis es un mineral esencial dietético, los compuestos de Cr(VI) son téxicos

y carcinogénicos en altas dosis (Nordberg et al., 2001; Lee et al., 2012).

El Cr(VI) es el de mayor aplicacion industrial por sus propiedades acidas y oxidantes; se ha
utilizado histéricamente en el cromado de metales, en tintes y pigmentos, en el proceso de
curtido de cuero y en la conservacién de la madera. Los compuestos de Cr(VI) mas
importantes en la industria son: el dicromato sddico (NaxCr.O7), el dicromato potasico
(K2Cr207) y el CrOs (Nordberg et al., 2001; EPA, 2010; ATSDR, 2012).

La IARC clasifica los compuestos de Cr(VI) como carcindgenos humanos del grupo 1, ya
gue se encuentran en ciertos entornos ocupacionales. La exposicion prolongada de Cr(VI)
genera cancer principalmente en los pulmones y en la cavidad nasal, al igual que puede

causar Ulceras y alergias en la piel. Ademas, existen estudios que muestran que el Cr(VI)
induce la muerte celular por EOx, ya que genera "OH, O,™ y H,O, a través de las reacciones

de Haber-Weiss y Fenton (IARC, 1990; O’Brien, Ceryak y Patierno, 2003; Lee et al., 2012).

El Cr(VI) atraviesa la membrana celular a través de transportadores anionicos de
fosfato/sulfato. Dentro de la célula, este compuesto experimenta una rapida reduccién
metabdlica a sus estados de oxidacion mas bajos, Cr(V), Cr(1V) y Cr(lll), mediante el AA, el
GSH y la cisteina (Cys). Estos estados intermedios son en extremo reactivos, participan en
la produccion de ERO y generan diversos tipos de dafo oxidativo en el ADN, los cuales
incluyen las modificaciones de bases, rompimientos de cadena sencilla, entrecruzamientos
de ADN-ADN, entrecruzamientos de ADN-proteina, aductos de cromo-ADN, oxidacion de
nucleétidos y aberraciones cromosoémicas (Figura 8) (O’Brien, Ceryak y Patierno, 2003; Lee
et al., 2012; Lay y Levina, 2013).
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Figura 8. Absorcién y darfio al ADN por Cr(Vl). Modificado de Jomova y Valko (2011).

1.4 Estrés oxidante y genotoxicidad

La genotoxicidad es un término referido a la capacidad de las sustancias para dafar al ADN
y/o componentes celulares responsables de regular la fidelidad del genoma, como el huso
mitético, las topoisomerasas, los sistemas de reparacién del ADN y las ADN polimerasas,
por mencionar algunos (Eastmond et al., 2009). Los agentes que producen algun tipo de
alteracion en el material genético o en sus componentes asociados, son conocidos como
agentes genotodxicos. Dentro de estos, se incluyen los agentes que interaccionan directa e
indirectamente con el ADN (Hengstler, 2007; Zuluaga, Valencia y Ortiz, 2009). Los efectos
genotodxicos en células somaticas se asocian con el desarrollo de enfermedades crénico-
degenerativas, que pueden propiciar el desarrollo de un cancer en el 6rgano comprometido
o si los dafos ocurren en la linea germinal, se vinculan con trastornos durante el desarrollo
fetal (Weisburger, 1999; Marquez et al., 2003).

La oxidacion del ADN puede generar mutaciones somaticas, que causan la sintesis de
proteinas defectuosas y transformaciones malignas. La desoxirribosa es susceptible a ser
dariada por el "OH, lo que puede producir rompimientos de cadena sencilla; cuando se

forman numerosos rompimientos de este tipo pueden conducir a la generacion de

12



Efectos del AA-aTOH sobre el dafio genotoxico del trioxido de cromo | Thelma J. Parra A.

rompimientos de cadena doble y asi provocar dafio permanente al material genético. Los
sitios mas vulnerables de esta azucar son los carbonos (C) 4 y 5, ya que son los mas
expuestos en la molécula del ADN (Ward, 1985; Gonzalez-Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-
Mupiz, 2000).

Los RL tienen la capacidad de reaccionar con las bases nitrogenadas del ADN; si este dafio
oxidativo no es reparado se pueden generar alteraciones como sustituciones, deleciones e
inserciones. Los dafios al ADN inducidos por ERO incluyen modificaciones en la estructura
de las bases de purinas y pirimidinas, errores de replicacion, inestabilidad del genomay la
eventual muerte. Antes de que ocurra la replicacion, todas las alteraciones deben ser

reparadas (Gonzalez-Torres, Betancourt-Rule y Ortiz-Muniz, 2000; Lee et al., 2012).

1.5 Evaluacion de dafo genotoxico

La evaluacién de la genotoxicidad esta dirigida tedricamente a eliminar a los carcinégenos
genotoxicos. Las técnicas para medir este dafio son muy diversas; se han utilizado pruebas
citogenéticas, bioquimicas, moleculares y espectrofotométricas (Ames, 1989; Arellano
et al., 2012; Nesslany, 2016). La evaluacion de la genotoxicidad consiste en un sistema
jerarquizado dividido en tres fases. En el primer nivel se emplean células cultivadas de
bacterias y mamiferos para la identificacion de mutaciones genéticas y alteraciones
cromosomicas. Se realizan al menos dos ensayos in vitro: un ensayo de mutagenicidad en
bacterias, que usualmente se emplea el test de Ames con Salmonella y un ensayo
citogenético, que comunmente analizan metafases en linfocitos humanos o en lineas
celulares de roedores. Estos ensayos iniciales establecen la potencia de un compuesto para
provocar un efecto mutagénico y es importante confirmarlos in vivo (Repetto y Repetto,
2009; Stoczynska et al., 2014).

El segundo nivel implica la evaluacién de la actividad mutagénica in vivo en células
somaticas. Este consiste en analizar el dafio citogenético en médula 6sea, mediante el
ensayo de micronucleos o por la deteccién de alteraciones cromosdmicas. Otros ensayos
in vivo incluyen los realizados en animales transgénicos y los que se basan en el
rompimientos de cadenas de ADN, como el ensayo cometa, que puede detectar

rompimientos de cadenas simples y dobles, rupturas inducidas por reparacién y lesiones
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de sitios labiles al alcali (Combes et al., 2007; Repetto y Repetto, 2009; Stoczynska et al.,
2014).

En el tercer nivel, los compuestos que dan resultados positivos de efectos mutagénicos en
células somaticas in vivo, se analiza su potencial para afectar a las células germinales. Los
ensayos de esta fase se dividen en dos clases: la clase 1 incluye ensayos en células
germinales per se y la clase 2 son pruebas que detectan alteraciones en la descendencia

de animales expuestos (Eastmond et al., 2009).

1.5.1 Ensayo de microntcleos

El ensayo de MN in vivo es especialmente relevante para evaluar la genotoxicidad, ya que
permite tomar en consideracion factores del metabolismo, farmacocinética y procesos de
reparacion del ADN (OECD, 2016). Dentro de sus ventajas se incluye que puede detectar
clastogenicidad (rotura cromosémica) y aneugenicidad (retraso del cromosoma debido a la
disfuncion del aparato mitético). La facilidad de la técnica posibilité su adopcion

generalizada como un ensayo estandar de genotoxicidad (Krishna y Hayashi, 2000).

Los MN son generalmente restos lisos y redondos de cromatina nuclear observados en
células en divisidn; son facilmente reconocibles en eritrocitos, ya que éstos extruyen su
nucleo. Se pueden originar espontaneamente en consecuencia del envejecimiento celular
0 a manera de respuesta a determinados agentes genotdxicos. Cuando los cromosomas
se dafan en la division celular, pueden perderse partes de cromosomas 0 cromosomas
completos; estas pérdidas daran lugar a fragmentos cromosomicos O cromosomas
acéntricos, que al no disponer de centrémero no se incluiran en los nucleos hijos durante la
division celular (Krishna y Hayashi, 2000; Arellano et al., 2012; Alborghetti et al., 2015).

En el proceso de eritropoyesis, los eritroblastos se desarrollan a eritrocitos policromaticos
(EPC, eritrocitos jovenes que aun contiene acido ribonucleico [ARN]), el nucleo principal se
extruye y cualquier MN que se haya formado puede permanecer en el citoplasma
enucleado. La visualizacién de MN se facilita en estas células porque carecen de un nucleo
principal; un aumento en la frecuencia de EPC micronucleados (EPC-MN) en animales
tratados con un agente de prueba es un indicador de dafio cromosémico inducido. Los EPC
con el tiempo pierden ARN e incrementa su contenido de hemoglobina, convirtiéndose en

eritrocitos normocromaticos (ENC, eritrocitos maduros aciddfilos) (Figura 9). Estos dos tipos
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de eritrocitos, que se tifen diferencialmente, se pueden ver en los compartimientos de la
médula 6sea, bazo y sangre periférica. En el ensayo de MN, la relacion de EPC/ENC de los
animales tratados con un agente de prueba proporciona un indice de citotoxicidad (Krishna
y Hayashi, 2000).

K- K+
MN MN-EPC MN-ENC

Fragmentacion
Fragmentacion rezagada

PEB Cromosoma

P rezagado

Q-0

Disfuncion del Huso

Médula ésea

Metafase Anafase Telofase Médula 6sea Sangre
Bazo

Bazo

Figura 9. Mecanismos de formacion de MN en los eritrocitos (EPC y ENC). K+, cinetocoro positivo; K-,
cinetocoro negativo; N, nicleo; PEB, proeritroblasto; MN, micronucleo. Modificado de Krishna y
Hayashi (2000).

1.5.2 Evaluacién de rompimientos de cadenas de ADN

El ensayo de electroforesis unicelular en gel (SCGE por sus siglas en inglés) o ensayo
cometa, detecta rupturas de cadenas simples y dobles, rupturas inducidas por reparacion y
lesiones de sitios labiles al alcali; es utilizado ampliamente en toxicologia genética para
medir el dafno al ADN y ha sido reconocido por la “International Conference on
Harmonization [ICH- S2 (R1)], 2012” como un segundo ensayo de genotoxicidad in vivo
junto con el ensayo de MN (Kang et al., 2013). La prueba fue descrita originalmente por
Ostling y Johanson (1984), a partir de ésta se desarrollé el ensayo cometa neutro que mide

rupturas de cadena doble y el ensayo cometa alcalino que mide sitios labiles al alcali y
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rupturas de cadena sencilla de ADN (Singh et al., 1988; Malyapa et al., 1998; Collins,
2004).

La intensidad relativa de la fluorescencia en la cola del cometa es una medida cuantitativa
de la frecuencia de rompimientos del ADN. Los parametros mas comunmente utilizados en
la medicion de cometas mediante un analizador de imagenes son la longitud de la cauda,
la intensidad de fluorescencia relativa de la cabeza y la cauda (normalmente expresada en
% del ADN en la cauda) y el momento de la cauda (producto de la longitud de la cola y la
intensidad de ésta). Ademas, es posible calcular el dafio en el ADN de los cometas sin
sofisticados programas de analisis de imagenes; el ojo humano puede discriminar grados

de dafio segun la apariencia del cometa (Figura 10) (Collins, 2004).

Figura 10. Imdagenes de cometas de linfocitos. Se representan los niveles de dafo al ADN (0-4).
Tomada de Collins (2004).

Actualmente, el ensayo cometa ha logrado ubicarse en una posicién privilegiada dentro de
los ensayos utilizados para evaluar la respuesta de las células frente a agentes genotdxicos,
estrés biotico y abidtico que conducen al dafio al ADN (Ansoar-Rodriguez et al., 2015). Las
ventajas de la técnica incluyen: (1) la recopilacion de datos a nivel de la célula individual,
permitiendo analisis estadisticos mas robustos; (2) la necesidad de un nimero pequefio de
células por muestra (<10,000); (3) su sensibilidad para detectar dafio al ADN; y (4) que
practicamente cualquier poblacién de células es susceptible al analisis (Malyapa et al.,
1998; Rojas, Lopez y Valverde, 1999; Dhawan et al., 2007).
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1.5.3 Apoptosis y viabilidad celular

La muerte celular programada en animales se produce normalmente, aunque no siempre
por apoptosis. La apoptosis es una muerte fisiolégica, que se puede presentar, ya sea
porque el organismo requiera para su desarrollo de la muerte en particular de una célula, o
bien porque la célula sufrié un dafno irreparable y muere en beneficio del organismo (Evan
y Littlewood, 1998; Alfaro, Garcia y Duefas, 2000). Diversos tipos de estrés (enddgenos y
ambientales) amenazan constantemente la integridad del genoma, lo que lleva a la
evolucién de vias preventivas, como son los puntos de control del ciclo celular y los
mecanismos de reparacion del ADN. Sin embargo, si la integridad del genoma esta
irremediablemente comprometida, la célula se ve obligada a morir; cuando el dafio en el
ADN es demasiado severo, las células pueden sufrir una detencidon permanente del ciclo

celular o muerte (De Zio, Cianfanelli y Cecconi, 2013).

Las rupturas de doble cadena de ADN conducen a la activacion de ATM y Chk2 que, a su
vez activan a p53 para inducir la expresion de varios genes implicados en la reparacion del
ADN vy en la apoptosis, ademas de los inhibidores de p53 (Wip1 y MDM2). Si el dafio en el
ADN es sostenible, p53 se inhibe rapidamente a través de la retroalimentacién negativa de
MDM2 y Wip1, lo que resulta en la reparacion del ADN y la supervivencia celular. Sila lesion
del ADN persiste, la continua activacion de ATM/p53 permite la acumulacion de proteinas
apoptoticas, desencadenando la muerte celular (Figura 11) (De Zio, Cianfanelli y Cecconi,
2013).

Las células que mueren por apoptosis experimentan cambios morfolégicos caracteristicos:
se encogen y se condensan, el citoesqueleto se colapsa, la envoltura nuclear se
desensambla y la cromatina nuclear se condensa y se fragmenta. La superficie celular a
menudo emite protrusiones y si la célula es grande, con frecuencia se rompe en fragmentos
rodeados de membrana denominados cuerpos apoptoticos (Figura 12). Ademas, la
superficie de la célula o de los cuerpos apoptéticos se altera quimicamente con la
externalizacion de fosfatidilserina, de modo que una célula adyacente o un macréfago los
fagocita antes de que puedan liberar su contenido, evitando asi una respuesta inflamatoria
perjudicial. Los métodos con los que se evalua la apoptosis son nhumerosos y variados;
éstos se basan en uno o mas criterios mencionados anteriormente (McGahon et al., 1995;
Alberts et al., 2010) .

17



Efectos del AA-aTOH sobre el dafio genotoxico del triéxido de cromo | Thelma J. Parra A.

=» Activacion
—* Transcripcién
(® Fosforilacién

DANO
DANO PERSISTENTE

Yol Yot A Y

\ Retroalimentacion
negativa

—P
%) @_\& Q\ P)
® A\
f\\ =
@Q"” - -5
953 ’ Proteinas de
i “ reparacién del ADN

4 i @
mn A Proteln‘as' o O
@ Pro-apoptoticas

¢

MDM?2 > (=]
& O
o’ s ® e
@ @ =3
Retroalimentacion —>  Proteinas de Proteinas
negativa reparacion del ADN Pro-apoptoticas
REPARACION APOPTOSIS

Figura 11. Activacion de p53 y su implicacion en la reparacion del ADN y apoptosis. Modificada de De
Zio, Cianfanelli y Cecconi (2013).

A diferencia de la apoptosis y de otras formas de muerte celular programada, las células
animales que sufren una lesién aguda por traumatismo o falta de riego sanguineo,
normalmente mueren por un proceso denominado necrosis celular (Figura 12). Las células
necroticas se hinchan y se lisan, de modo que liberan todo su contenido sobre las células

adyacentes, lo que provoca una respuesta inflamatoria (Alberts et al., 2010).

La pérdida de viabilidad celular se mide con mayor frecuencia por la pérdida de la integridad
de la membrana; este evento puede deberse a necrosis o apoptosis. Este parametro se
mide por la absorcion de ciertos colorantes, como el azul tripan o el yoduro de propidio.
Otros ensayos de viabilidad celular que usan colorantes como rezasurina o MTT se basan
en parametros bioquimicos y miden la reduccién en la actividad metabdlica de la célula. El

método de tincion diferencial con naranja de acridina (NA) y bromuro de etidio (BrEt)
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determina la viabilidad celular y la apoptosis en funcion de la integridad de la membrana
(McGahon et al., 1995).
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Figura 12. Diferencias de las vias de muerte celular (apoptosis y necrosis). Editada de Nunes,
Bernardazzi y de Souza (2014).

1.6 Reparacion del dafo oxidativo al ADN

Dada a la variedad de lesiones en el ADN, existen diferentes mecanismos de reparacion.
El primer paso para una respuesta eficiente contra el dafio al ADN es el reconocimiento de
la lesién, ésta es mediada por proteinas “sensor”, que reconocen especificamente el dafo
y coordinan a otras moléculas (“mediadores y efectores”), las cuales son responsables de
la transduccién de la senal del nucleo al citoplasma. En consecuencia, el ciclo celular se
detiene a fin de evitar la herencia de la lesion; mientras tanto, se establecen los mecanismos
de reparacion del ADN (De Zio et al., 2013). De acuerdo con Beas y colaboradores (2009)
los sistemas de reparacion son: (1) la reparacion por escision de bases; (2) la reparacion
por escision de nucledtidos; (3) la reparacion de pares erroneos; y (4) la reparacion de

rompimientos de doble cadena.
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El dano oxidativo al ADN produce modificaciones en las bases nitrogenadas y en la
desoxirribosa, entrecruzamientos covalentes, rupturas de cadena sencilla y doble. Entre las
bases nitrogenadas del ADN, la guanina tiene el potencial de oxidacién mas bajo y es la
mas propensa al dafo oxidativo. La nucleobase 8-hidroxiguanina (8-oxoG) es menos
comun, pero actia como trampa para radicales cationicos, ya que tienen un potencial de
oxidacion mucho mas bajo que la guanina. Tras la oxidacion del 8-oxoG, se agrega un
grupo -OH al carbono 8 de la molécula de guanina y el producto modificado es conocido
como 8-hidroxideoxiguanosina (8-OHdG). La presencia de este nucledtido es un
biomarcador de dafio oxidativo y al no ser reparado puede generar mutaciones relacionadas
con algunos tipos de cancer. Las lesiones en el ADN de este tipo son reconocidas vy

escindidas por el mecanismo de reparacién por escision de bases (Prabhulkar y Li, 2010).

La reparacidon por escision de bases entra en accion en los sitios donde se encuentran
citosinas, adeninas o guaninas desaminadas; adeninas, guaninas o citosinas alquiladas por
agentes exdégenos, o guaninas oxidadas por ERO, que producen 8-OHdG. El sistema utiliza
dos tipos de proteinas para retirar y sustituir la base modificada: glucosilasas (MutY en
bacterias y MUTYH en humanos) y endonucleasas (Endo IV en Escherichia coliy APE1 en
humanos). La glucosilasa identifica la base alterada mediante modificaciones en la
estructura, rompe el enlace glucosidico entre la base y la desoxirribosa y retira la base,
creando una desoxirribosa que carece de base. La endonucleasa AP
(apurinica/apirimidinica) reconoce este sitio sin base; genera un extremo 3’-OH libre, que
permite que una polimerasa de ADN inserte el nucledtido faltante; posteriormente, una

ligasa sella los extremos (Figura 13) (Beas, Ortufio y Armendariz, 2009).

El 8-OHdG que es soluble en agua se secreta fuera de la célula hacia el espacio extracelular
después de ser eliminado de la hélice de ADN. Por lo tanto, la monitorizacién de 8-OHdG
extracelular proporcionara informacion sobre el dafio oxidativo del ADN (formacion de 8-

OHdG) y los mecanismos de reparacion (escision de 8-OHdG) (Zhang et al., 2006).

La estructura general del ADN puede verse alterada mediante lesiones que crean
deformaciones notables en la hélice, como las que se generan cuando las bases
nitrogenadas reaccionan con hidrocarburos como el benzopireno, o cuando se generan
dimeros entre pirimidinas adyacentes en la misma hebra, debido a exposicién a luz

ultravioleta o algunos quimicos, como cisplatino, psoraleno o mitomicina C. El sistema
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agrupa varias proteinas que reconocen la lesion y sirven de contacto para nucleasas
especializadas que retiran de 12 a 30 nucledtidos, incluyendo el sitio de lesion. Una vez
que se retiran varios nucleoétidos del sitio de lesién sobre la hebra afectada, el hueco que
se genera se repara mediante la accidén coordinada de una polimerasa de ADN y una ligasa
(Figura 13). Los blancos comunes de este sistema son los dimeros de timina formados por
la luz UV (Beas, Ortufio y Armendariz, 2009).
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Figura 13. Mecanismos de reparacion de dafio al ADN. A) por escision de bases; B) por escision de
nucleodtidos. Tomada de Beas, Ortuio y Armendariz (2009).
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las exposiciones ocupacionales y ambientales a los metales estan estrechamente
relacionadas con un mayor riesgo de varios tipos de cancer. La toxicidad y la
carcinogenicidad de éstos se debe a que generan ERO y poseen la capacidad de
interaccionar con proteinas nucleares y ADN, lo que causa el deterioro de estas
macromoléculas biolégicas. En particular se ha mostrado que los compuestos de Cr(VI)
inducen genotoxicidad ya que al reducirse a Cr(lll) generan ERO y RL, produciendo asi
varios tipos de lesiones de ADN y mutaciones genéticas. En contraparte, se ha probado
que ciertas plantas o sus componentes confieren efectos protectores contra procesos
mutagénicos y carcinogénicos. Una dieta basada en alimentos como frutas, vegetales y
granos aportan la cantidad necesaria de antioxidantes al organismo, que podrian prevenir
y disminuir los efectos negativos del EOx. En estudios previos realizados en nuestro grupo
de investigacion se ha observado que el dafio genotdxico inducido por metales pesados
puede ser contrarrestado mediante la administracion de antioxidantes exégenos como el
AAy el o-TOH. Ademas de que el AA juega un papel importante en la regeneracion de la
forma antioxidante del a-TOH, los antioxidantes pueden tener efectos sobre el sistema
antioxidante enddgeno. Por ello resulta de interés evaluar las frecuencias de MN, apoptosis,
rompimientos de cadena sencilla y los niveles de antioxidantes enddégenos en ratones
tratados con AA-aTOH y Cr(VI).

1. HIPOTESIS

Si el AA (hidrosoluble) y el a-TOH (liposoluble) son considerados como la defensa
antioxidante mas importante a nivel del citoplasma y de la membrana lipidica
respectivamente, e incluso se ha probado que protegen contra el dafio genotoxico inducido
por metales asociados con el EOx, entonces se espera que la combinacién de estos
compuestos (AA-aTOH) proteja contra el dafio al ADN inducido por Cr(Vl) mediante la
disminucion de las frecuencias de MN, el incremento de la apoptosis, la activacion de la
reparacion del ADN vy el restablecimiento de los niveles de antioxidantes totales en sangre

periférica de ratones expuestos a CrOs.
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Iv. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del acido ascérbico y del alfa-tocoferol sobre la reparacion del dafo al
ADN vy de los niveles de antioxidantes totales en ratones Hsd:ICR expuestos a triéxido de

cromo.

4.2 Objetivos particulares

¢+ Corroborar el dafo genotodxico y citotoxico del CrO; mediante la evaluacién de las
frecuencias de MN en EPC, la relacién de EPC/ENC vy la viabilidad celular en muestras
en sangre periférica.

¢ Valorar la dosis no genotéxica ni citotoxica del AA-aTOH mediante la evaluacién de las

frecuencias de MN en EPC, la relacién de EPC/ENC vy la viabilidad celular en muestras

en sangre periférica.

7
0.0

Evaluar el efecto del AA-aTOH sobre el dafio genotdxico y citotdxico inducido por CrOs
mediante la evaluacién de las frecuencias de MN en EPC, la relacién de EPC/ENC y la

viabilidad celular en muestras en sangre periférica.

X3

%

Evaluar el efecto del CrOs, del AA-aTOH y de la combinacion de ambos tratamientos

(CrOs y AA-aTOH) sobre la apoptosis en células nucleadas de sangre periférica.

X3

%

Evaluar mediante el ensayo cometa el efecto del AA-aTOH sobre la reparacion de

rupturas de cadenas sencillas de ADN inducidas por CrOs.

X3

%

Evaluar el efecto del CrOs, del AA-aTOH y de la combinacion de ambos tratamientos
(CrOs y AA-aTOH) sobre los niveles de antioxidantes totales en plasma de sangre

periférica.
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V. MATERIAL Y METODO

5.1 Animales

Se emplearon ratones hembra de la cepa Hsd:ICR de ocho semanas de edad con un peso
variable entre 40 a 50 g. Los animales se obtuvieron del “Centro UNAM-Harlan para la
Produccion de Animales de Laboratorio” con sede en la Facultad de Quimica y de éstos se
desarrolld un pie de cria en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM. A los ratones se les permitio el libre acceso al agua y alimento (nutricubos, Purina®),
se mantuvieron bajo condiciones estériles a una temperatura de 22 °C (x 3 °C) y periodos
de 12 horas luz, 12 horas obscuridad. El Comité de Bioética de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, aprobd los protocolos experimentales utilizados en este
estudio (numero de registro FESZ/DEPI1/363/14).

Los criterios de evaluacién y las condiciones de trabajo se establecieron con base a los
lineamientos de la “Food and Drug Administration” (FDA por sus siglas en inglés), de la
“Environmental Protection Agency” (EPA por sus siglas en inglés) y de la “Organisation for
Economic Co-operation and Development” (OECD por sus siglas en inglés) (Heddle et al.,
1983; Mavournin et al., 1990; EPA, 1998; FDA, 2000; OECD, 2016).

5.2 Reactivos

Los reactivos empleados en el estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis,
MO, USA). Se utilizaron los colorantes NA [CAS No. 10127-02-3] y BrEt [CAS No. 1239-45-
8]. Para los tratamientos se requirié agua destilada estéril, aceite de maiz (vehiculo para
compuestos liposolubles) [CAS No. 8001-30-7], CrOs [CAS No. 1333-82-0], AA [CAS No.
50-81-7] y a-TOH [CAS No. 10191-41-0]. Los reactivos necesarios para el ensayo cometa
fueron los siguientes: agarosa con punto de fusidén normal [CAS No. 9012-36-6 ], agarosa
con bajo punto de fusion [CAS No. 39346-81-1], NaCl [CAS No. 7647-14-5], NaOH [CAS
No. 1310-73-2], HCI [CAS No. 7647-01-0], EDTA [CAS No. 6381-92-6], DMSO [CAS No.
67-68-5], Triton™ X-100 [CAS No. 9002-93-1], Trizma® Base [CAS No. 77-86-1], PBS y
alcohol etilico [CAS No. 64-17-5]. Los niveles de antioxidantes totales se midieron con un
Kit de la empresa Cayman [No. 709001].
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5.3 Tratamientos

Las soluciones de CrO3 y de AA se prepararon con agua destilada estéril, mientras que el
a-TOH se disolvi6 en aceite de maiz (vehiculo para compuestos liposolubles). La
administracion de los antioxidantes (AA-aTOH) se realiz6 por via ig, mientras que el CrO3;

por via ip, todos en un volumen aproximado de 0.25 ml.

La dosis del CrOs; fue establecida de acuerdo a investigaciones previas, en donde el
compuesto induce dafio genotéxico sin causar la muerte de los organismos (Garcia-
Rodriguez, Lépez-Santiago y Altamirano-Lozano, 2001; O’Brien, Ceryak y Patierno, 2003;
Garcia-Rodriguez et al., 2014). La dosis del AA y del a-TOH se establecieron con base a
estudios anteriores en donde estos antioxidantes no generaron dafo genotdxico ni
citotoxico (Garcia-Rodriguez, Serrano-Reyes y Altamirano-Lozano, 2012; Garcia-

Rodriguez, Hernandez-Cortés y Altamirano-Lozano, 2016).

Los grupos experimentales se conformaron al azar por cinco ratones cada uno y se

dividieron de la siguiente manera (Figura 14):

a) Grupos testigo, se les administré solo el vehiculo (0.25 ml de agua destilada estéril
o de aceite de maiz).

b) Grupo de antioxidantes, se les administré una dosis unica de 100 mg/Kg de AA'y 20
mg/Kg de a-TOH via ig.

¢) Grupo CrOs, se administré una dosis unica de 20 mg/Kg de CrOs via ip.

d) Grupo experimental (combinados), a los que se les administré el tratamiento

antioxidante (AA-aTOH) cuatro horas antes del CrOs por las mismas vias.
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Figura 14. Protocolo para la administracion de tratamientos y toma de muestras. Grupos testigo: se
trataron unicamente con el vehiculo (agua o aceite de maiz); grupo antioxidante: se le administré AA-
aTOH via ig. (100-20 mg/Kg); grupo CrOs: se le aplicé 20 mg/Kg de CrOs via ip.; grupo experimental: se

le administré6 AA-aTOH via ig. (100-20 mg/Kg) cuatro horas antes del CrOs via ip. (20 mg/Kg).
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5.4 Ensayo de microntcleos y relacion EPC/ENC

La prueba de MN y la relacion de EPC/ENC se realizaron de acuerdo a la técnica descrita
por Hayashi et al. (1990). Las muestras de sangre periférica fueron tomadas de la vena
caudal de los animales a las 0 y 48 horas después de la administracién de los tratamientos.
La sangre se coloco sobre laminillas previamente tratadas con NA. Para la evaluacion se
empled un microscopio de fluorescencia (OLYMPUS CX31RBSFA) con una luz de
excitacion azul (480 nm) y un filtro de barrera amarillo (515 nm). Latincién de los eritrocitos
con NA, permite diferenciar a los ENC de los EPC, ya que estos ultimos al seguir
presentando ARN-ribosomal, el fluorocromo los tifie de color rojo. Con este método también
es posible identificar la presencia de MN, ya que el ADN es tefiido de color amarillo (Figura
15). Para el analisis del dafio genotoxico se cuantificaron los EPC-MN que habia en 4000
EPC por ratdn; para la evaluacion de dafio citotoxico se contaron los EPC presentes en
2000 eritrocitos totales (EPC+ENC).

Figura 15. Microfotografia de fluorescencia de células de sangre periférica de raton tenidas con NA.
EPC, eritrocito policromatico; EPC-MN, eritrocito policromatico micronucleado. Tomada de Hayashi
et al. (1990).
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5.5 Evaluacion de apoptosis y viabilidad celular

Las evaluaciones de apoptosis y viabilidad celular se realizaron después de 48 horas de la
administracion de los tratamientos mediante una técnica de tincion diferencial con NA/BrE
establecida por McGahon et al. (1995), con modificaciones de Garcia-Rodriguez, Carvente-
Juarez y Altamirano-Lozano (2013). Por cada ratén se obtuvo aproximadamente 25 ul de
sangre de la vena caudal, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 5000 rpm para
posteriormente tefir el botén celular con una solucién de NA/BrE (1:1). La evaluacion de
células se realizd inmediatamente bajo un microscopio de fluorescencia (OLYMPUS
CX31RBSFA) con una luz de excitacién azul y un filtro de barrera amarillo. Se procuré no
exponer las laminillas a la luz y realizar la técnica lo mas rapido posible para evitar la muerte

celular y la degradacién de los fluorocromos.

El NA se intercala en el ADN dandole una coloracion verde, mientras que el BrEt sdlo
ingresa en las células no viables en donde se ha comprometido la membrana, éste se
intercala en el ADN tiféndolo de color rojo (el BrEt sobrepasa al NA). De esta manera las
células vivas con membranas intactas tendran un color verde uniforme en sus nucleos. Las
células apoptaticas tempranas cuyas membranas aun estan intactas, pero han comenzado
a fragmentar su ADN, la condensacion de la cromatina sera visible como parches de color
verde. A medida que la célula progresa a través de la via apoptotica el BrEt puede ingresar
en la célula y tefiirla. Las células apoptdticas tardias tendran cromatina condensada de color
rojo que las distinguira de las células necréticas, que tienen una estructura uniforme
(McGahon et al., 1995). Se evaluaron 300 células por ratén, entre las que se cuantificé el
numero de células sanas, apoptoticas y necroticas. Para el analisis de viabilidad celular, se
consideraron células viables a las tefiidas de color verde y células no-viables a las tenidas

de color rojo (Figura 16).
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Figura 16. Morfologia de células viables (sanas y apoptéticas tempranas) y células no viables
(apoptoticas tardias y necroticas) tefidas con NA/BrEt (vistas a 400x). I) células sanas; Il) apoptéticas
tempranas; lll) apoptoticas tardias; IV) necréticas. Tomada de Garcia-Rodriguez, Hernandez-Cortés y

Altamirano-Lozano (2016).

5.6 Rupturas de cadena de ADN

La evaluacién de la reparacién del dafio al ADN se realizé6 basandonos en la técnica de
electroforesis alcalina unicelular en gel propuesta por Singh et al. (1988) y Dhawan et al.
(2007). Por cada ratén se tomaron dos muestras de sangre (10 pl) de la vena caudal a las
0, 4, 24 y 48 horas después de la administracién de los tratamientos; éstas se suspendieron
en 75 pl de agarosa de bajo punto de fusién (0.5%) y se colocaron sobre portaobjetos
previamente tratados con agarosa de punto de fusion normal (0.7%). Posteriormente, se
les agreg6 una tercera capa de agarosa de bajo punto de fusion (0.5%) y se colocaron en
una solucion de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA 100 mM, Trizma base 10 mM, 1% Triton X-100 y
10% DMSO; pH 10) durante 24 horas a 4° C. Esto remueve las membranas y componentes

solubles de la célula, incluyendo la mayoria de las histonas.

Después de la lisis, las muestras se incubaron en la cadmara de electroforesis con una
solucion amortiguadora alcalina (NaOH 300 mM/EDTA 1 mM; pH>13) durante 20 minutos.
Posteriormente, la electroforesis se realizé a 300 mA y 25 V durante 20 minutos. El anodo

atrae al ADN y la migracidon dependera de las rupturas presentes en éste. Al finalizar la

e
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electroforesis, a las laminillas se les realizé un lavado con una solucién amortiguadora de
neutralizacion (Tris 0.4 M; pH 7.5) durante 15 min y se les fijé con alcohol etilico al 70% (5

min).

Los geles se tifieron con 75 uL de una solucion de BrEt (20 pg/ml) para la observacion de
los "cometas". Las evaluaciones se realizaron con un ocular graduado (reglilla), bajo un
microscopio de fluorescencia Nikon Optiphoto-2 (filtro de excitacion de 515-560 nm y un
filtro de barrera de 590 nm). Se evaluaron 300 células por raton, se obtuvo la frecuencia de
cometas y se midi6 la longitud de cada uno para sacar el porcentaje de ADN en la cauda,

el cual se calculé con la siguiente férmula:

LongC
% de ADN en la cauda = LongT

(100)

Dénde:
LongC = longitud de la cauda
LongT = longitud total del cometa

Cada nucleo fue clasificado de acuerdo al grado de dano al material genético con base a

los criterios de Collins (2004) y Mufioz (2009) en las siguientes categorias:

Nivel de dafio 0 (ninguno): <5% de ADN en la cauda.
Nivel de dafo 1 (bajo): 5-10% de ADN en la cauda.
Nivel de dafio 2 (medio): 11-40% de ADN en la cauda.
Nivel de dafio 3 (alto): 41-95% de ADN en la cauda.
Nivel de dafo 4 (total): >95% de ADN en la cauda.

La magnitud del dafio en el ADN fue expresado en unidades arbitrarias (UA) de acuerdo al
sistema propuesto por Collins (2004), de tal forma que el numero de cometas observados
fue multiplicado por la clasificacion de los mismos, representado con la siguiente ecuacion
(Marrero et al., 2007):

UA = Z i TCG(D)
Doénde:
TCG (i) = total de células clasificadas con grado de dafio al ADN

30



Efectos del AA-aTOH sobre el dafio genotoxico del trioxido de cromo | Thelma J. Parra A.

5.7 Determinacion de la capacidad de antioxidantes totales

La determinacion de antioxidantes totales se realizé en plasma de sangre periférica 48
horas después de la administracion de los tratamientos mediante un kit comercial
(Cayman). Por cada ratén se tomaron 300 ul de sangre con heparina como anticoagulante
y se centrifugaron a 3,500 rpm a 4 °C durante 10 minutos. El plasma se colecté y se diluyé
en una relacion 1:10 con una solucién amortiguadora; posteriormente se utilizaron 10 pl de
estas diluciones para la cuantificacion de antioxidantes. El kit se basa en el método ABTS

propuesto por Miller et al. (1993), en el cual se determina la capacidad de los antioxidantes
en la muestra para inhibir la oxidacion del ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) a ABTS**,

por la accién de la metmioglobina. Con esta técnica se evaluan las actividades antioxidantes

combinadas de todos los componentes de la muestra, que incluyen vitaminas, proteinas,
lipidos, GSH, acido urico, etc. La cantidad de ABTS** producido se midié en un lector de

placas a 405 nm. La supresion de la absorbancia de este radical es causada por los
antioxidantes en la muestra, la cual es proporcional a su concentracidon. La curva estandar
de calibracién se construyé con Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico),
un analogo soluble en agua de la vitamina E. El valor de los antioxidantes totales de las
muestras analizadas se expresd como un equivalente de la concentracion milimolar (mM)

de la solucién Trolox.

5.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de MN, EPC/ENC, ensayo cometa (UA y porcentaje de ADN en la
cauda) y antioxidantes totales se presentan como media + desviacién estandar y se les
aplicé un andlisis de varianzas (ANDEVA) seguido de una prueba Tukey o Dunnett de
acuerdo con la homogeneidad de varianzas. A los MN se les calculd la frecuencia neta de
induccién de MN (NIF por sus siglas en inglés), estos datos, asi como las frecuencias de
apoptosis, viabilidad celular y cometas se les analizé6 mediante una prueba de chi-cuadrada
(x2). Los andlisis estadisticos se realizaron con el paquete IBM SPSS Statistic 21 y el
paquete GraphPad Prism 5. Para todos los casos se consideraron estadisticamente
significativos aquellos que presentaran una p<0.05 (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez,
Lépez-Santiago y Altamirano-Lozano, 2001).
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VL. RESULTADOS

6.1 Genotoxicidad

En el Cuadro 1 se muestran los promedios de los MN evaluados en los grupos tratados con
AA-aTOH (100-20 mg/Kg), CrOs (20 mg/Kg) y sus respectivos testigos. Se puede observar
que en el tratamiento de antioxidantes no se incrementé el promedio de MN con respecto
a sus testigos (agua y aceite), ni contra su hora 0 (MN basales). En el tratamiento con CrO3
se presentd un incremento de alrededor de 3 MN, que resulté significativo contra su testigo
y su hora 0, ademas de causar la muerte de un organismo. Por otra parte, en el grupo
combinado (AA-aTOH + CrOs) se disminuyd significativamente el promedio de MN en
comparacion con el grupo CrOs, aunque el incremento de MN aun resulté significativo al

compararlo contra su testigo. Esto sugiere que existe una proteccién parcial del AA-aTOH.

Cuadro 1. Promedios de MN en sangre periférica de los grupos tratados con CrOs y

AA-aTOH.
. Dosis MN /1,000 EPC
Tratamiento (mg/Kg) Hora N (X% d.e.) ANDEVA
0 5 0.4+0.1
Testigo/agua -
48 5 0.3+0.2
0 5 0.3+0.3
Testigo/aceite -
48 5 04+0.1
5 05+0.3
AA-aTOH 100-20
48 5 04+0.3
0 5 05+0.2
CrO; 20
48 41 3.6+1.0 ace
5 0.3+0.3
AA-aTOH + CrO; 100-20 + 20
48 5 22+1.1 a b, d

Significancia estadistica p<0.05; 2p: vs. testigo/agua; °p: vs. testigo/aceite; °p: vs. CrOs hora 0;
dp: vs. AA-aTOH + CrOs hora 0; ®p: vs. AA-aTOH + CrOs hora 48. T: Muerte de un ratén.
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Debido a la variabilidad que se observé en los promedios de MN basales (antes de
administrar el tratamiento), se realizé el calculo del NIF. Este calculo parte de la premisa de
que la induccién de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que se le resta
la frecuencia de MN basales a las siguientes horas del tratamiento, como se representa en

la siguiente formula (Garcia-Rodriguez, Lopez-Santiago y Altamirano-Lozano, 2001):

NIF = MN, x; — MN, x,
Dénde:
a = grupo
xo=tiempo 0
x;= tiempo de evaluacion

En la Figura 17 se muestra el analisis del NIF de MN calculado por grupo en 20,000 EPC a
la hora 48. Al hacer este analisis se corrobora lo anteriormente descrito y se observa que
el grupo tratado con AA-aTOH disminuye significativamente la frecuencia de MN con
respecto al testigo/aceite y que la disminucion de las frecuencias de MN en el grupo AA-
aTOH + CrOs respecto al grupo CrOses del 37.5%.

o 70+

i

(=4 .

S 50- [ Testigo/agua
S [ Testigo/aceite
E  AA-aTOH

=  30- Bl CrO;

3 Bl AA-aTOH + CrO;
)

e 104

g b

3 i

2

L -10-

Figura 17. Anadlisis del NIF de MN calculado por grupo en 20,000 EPC. Significancia estadistica p<0.05,
ap: vs. testigo/agua; bp: vs. testigo/aceite; °p: vs. AA-aTOH + CrO;s. T: Muerte de un ratén.
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6.2 Apoptosis

En la Figura 18 se presentan los porcentajes de las células, apoptoticas y necroticas
calculadas por cada grupo. Se observa que en el grupo tratado con AA-aTOH no se
modifican las frecuencias de células apoptéticas ni necréticas respecto a sus testigos. En
el grupo al que se le administré CrOs se aumentd significativamente la frecuencia de células
apoptoticas y necroticas al compararlas con su testigo. Cuando se combinaron los
tratamientos de AA-aTOH y CrOs; se disminuyeron las células apoptéticas en comparacion
al grupo tratado con CrOs; sin embargo, las células necréticas se incrementaron

significativamente respecto al testigo/agua.

Il Testigo/agua
[ Testigo/aceite

N
S

E AA-oTOH
< 15 B Cro,
» B AA-aTOH + CrO,
S 10
=
S 5
3 | mwmr—m
Q2 1.0
S a
G
£ 0.5 2
o
0.0- [
Apoptoticas Necréticas

Figura 18. Porcentaje de células, apoptéticas y necroticas calculadas por grupo. Significancia
estadistica de p<0.05, ?p: vs. testigo/agua; °p: vs. testigo/aceite; °p: vs. AA-aTOH + CrOs. Muerte de un
ratoén en el grupo CrOs.

6.3 Reparacion del daio al ADN (rompimientos de cadenas)

Con la finalidad de evaluar si existian diferencias entre los cometas presentes por grupo y
por hora, se calcularon las medias del % de ADN en la cauda de éstos. En la Figura 19 se
observan los promedios del % de ADN en la cauda de los cometas evaluados a las
diferentes horas por cada grupo, sin embargo, en ninguno de los tratamientos se presenté

una diferencia significativa en el dafio al ADN.
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Figura 19. Analisis del promedio del porcentaje de ADN en la cauda calculado en los cometas
presentes en los distintos tiempos evaluados por grupo: I) Testigo/agua, ll) Testigo/aceite de maiz,
lll) AA-aTOH, IV) CrOs, V) AA-aTOH + CrOs. t: Muerte de un ratoén.

Debido a que los promedios del % de ADN en la cauda no mostraron diferencia entre los
cometas presentes en los tratamientos, se hizo un analisis de frecuencias. En la Figura 20
se muestran las frecuencias de cometas presentes en 1,500 nucleos evaluados en distintos
tiempos (hora 0, 4, 24 y 48 después de los tratamientos) por cada grupo. Se puede observar
que en el tratamiento con AA-aTOH (Figura 20. Ill) no se incrementé la frecuencia de
cometas respecto a sus testigos e incluso la disminuyo ligeramente a partir de la hora 24.
En el grupo tratado con CrO3 (Figura 20. IV) se aumento significativamente la frecuencia de
cometas a partir de la hora 4, siendo la hora 48 la de mayor incremento. Cuando se
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combinaron los tratamientos (grupo AA-aTOH + CrOs;; Figura 20.V) se observa un
incremento significativo del nUmero de cometas a partir de la hora 4 hasta la hora 24, sin

embargo, a la hora 48 éstos disminuyeron.
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Figura 20. Andlisis de la frecuencia de cometas presentes en 1,500 niucleos evaluados a los distintos

tiempos por grupo: ) Testigo/agua, ll) Testigo/aceite de maiz, lll) AA-aTOH, IV) CrOs, V) AA-aTOH +
CrO:. Significancia estadistica p<0.05; ?p: vs. Oh; °p: vs. 4h; °p: vs. 24h. t: Muerte de un ratén.
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Para completar la informacion sobre la induccion de cometas de los dos parametros
anteriores, se analizé la magnitud del dafio en el ADN presente en los organismos. Esto se
realizé mediante el calculo de las UA de acuerdo al sistema propuesto por Collins (2004),
en donde el numero de cometas observados se multiplica por la clasificacion de los mismos
(0 a4). En la Figura 21 se muestran los cometas tenidos con BrEt que se observaron y se

clasificaron de acuerdo con su nivel de dafo.

Figura 21. Clasificacion del nivel de dano de los cometas (Observadas a 400x). 0, ningtn dafio; 1, dafio
bajo; 2, dano medio; 3, dano alto; 4, daro total.

Con el calculo de las UA es posible obtener resultados claros sobre la cinética de los
cometas y determinar si se activa la reparacion del ADN. En la Figura 22, se tiene el analisis
del promedio de las UA calculadas en 300 nucleos presentes en los distintos tiempos de
evaluacion por grupo. Se puede observar que en el grupo AA-aTOH no se modificaron los
promedios de las UA en ninguno de los tiempos. En el grupo CrOs, a las 4 y 48 horas se

incrementaron significativamente las UA, siendo la hora 48 la de mayor magnitud del dafio
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al ADN. Mientras que, en el grupo combinado (AA-aTOH + CrOs), en la hora 48 se presento

el unico incremento significativo de las UA respecto a su hora 0.
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Figura 22. Anadlisis del promedio de las unidades arbitrarias calculadas en 300 niucleos presentes en
los distintos tiempos de evaluaciéon por grupo: I) Testigo/agua, ll) Testigo/aceite de maiz, lll) AA-aTOH,
IV) Cr0O3s, V) AA-aTOH + CrO:s. Significancia estadistica p<0.05; ?p: vs. Oh; °p: vs. 4h; °p: vs. 24h.

1: Muerte de un ratén.
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El la Figura 23 se comparan los promedios de las UA presentes en cada grupo en los
tiempos de evaluacién (0, 4, 24 y 48 horas). Se observa que entre los grupos no hubo
cambios significativos hasta la hora 48, en donde en el grupo tratado con CrOs; se
incremento la media de UA respecto a su testigo, mientras que en el tratamiento con AA-

aTOH previo al CrO3 se disminuy® significativamente el dafo inducido por este compuesto.
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Figura 23. Anadlisis del promedio de las unidades arbitrarias calculadas en 300 niucleos presentes por
grupo en los distintos tiempos de evaluacion: I) Hora 0, Il) Hora 4, lll) Hora 24, 1V) Hora 48. Significancia
estadistica p<0.05; p: vs. testigo/agua; °p: vs. AA-aTOH + CrOs. 1: Muerte de un raton.
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6.4 Citotoxicidad

6.4.1 Relacion EPC/ENC

Los lineamientos para las pruebas de sustancias quimicas de las agencias reguladoras
(EPA y OECD) recomiendan que en la evaluacion de genotoxicidad (MN) se incluya la
proporcion de los eritrocitos inmaduros entre los eritrocitos totales (EPC/ENC). En el Cuadro
2 se muestran los promedios de los EPC presentes en 1,000 ENC de cada grupo alas Oy
48 horas después de la administracién de los tratamientos. Se puede observar que ningun
valor resulté significativo. Este parametro debe tomarse con reserva y para corroborar algun
posible efecto citotoxico se realizé una prueba de viabilidad celular basada en la integridad

de la membrana.

Cuadro 2. Promedios de los EPC en sangre periférica de los grupos tratados con CrOsz y

AA-aTOH.
_ ) EPC /1,000 ENC
Tratamiento  Dosis (mg/Kg) Hora N (X +d.e.)
0 5 52.6 £3.2
Testigo/agua -
48 5 50.0+2.8
0 5 47.9%6.9
Testigo/aceite -
48 5 46.5+5.9
0 5 548+7.6
AA-aTOH 100-20
48 5 52.1+15.8
0 5 53.9+27
CrO; 20
48 41 48.0+6.8
0 5 55.1+24
AA-aTOH +CrO;  100-20 + 20
48 5 46.7 +6.7

t: Muerte de un ratén.
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6.4.2 Viabilidad celular

Debido a que los resultados de la relacién de EPC/ENC presentan una alta variabilidad en
los promedios y desviaciones estandar, se determiné la viabilidad celular mediante una
tincion diferencial de NA/BrEt en células nucleadas de sangre periférica. En la Figura 24 se
observa que en el tratamiento con antioxidantes no se maodifica la viabilidad celular respecto
a sus testigos (agua y aceite), por lo tanto, no resultan citotéxicos. En el grupo tratado con
CrO3 se incrementaron significativamente las células no viables, ademas de causar la
muerte de un organismo. Por otro lado, en el tratamiento con AA-aTOH previo al CrOs, se

afecto significativamente la viabilidad celular al compararla con sus testigos.
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Figura 24. Porcentaje de células viables y no viables calculado por grupo en 1,500 células.
Significancia estadistica p<0.05, p: vs. testigo/agua; °p: vs. testigo/aceite. t: Muerte de un ratén.
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6.5 Antioxidantes totales

En la Figura 25 se presenta el andlisis de los promedios de las concentraciones de
antioxidantes totales en plasma de sangre periférica. Se puede observar que tanto en el
grupo testigo/aceite, asi como en el grupo AA-aTOH se incrementaron significativamente
los niveles de antioxidantes totales respecto al testigo/agua. Por otra parte, en el grupo
tratado con CrO3; se disminuyeron las concentraciones de antioxidantes totales respecto a
su testigo, aunque no resultd significativo; sin embargo, al administrar el AA-aTOH previo
al CrO3 se recuperaron significativamente estos niveles, incluso este incremento resultd

significativo al compararlo con el testigo/agua.
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Figura 25. Analisis de los promedios de las concentraciones de antioxidantes totales en plasma de
ratones tratados con CrOs y AA-aTOH a las 48 horas. Significancia estadistica p<0.05.
ap: vs. testigo/agua; °p: vs. AA-aTOH + CrO:s.
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VI. DISCUSION DE RESULTADOS

Si bien existen diversos trabajos que describen el potencial antioxidante por separado, tanto
del AA como del a-TOH, no hay estudios de los efectos sobre el dafio genotdxico inducido
por compuestos metalicos inductores de EOx, empleando la combinacién de ambos
antioxidantes, a pesar de que se ha probado que el AA juega un papel importante en la
regeneracion de la forma antioxidante del a-TOH (Packer, Slater y Willson, 1979). De ahi
que, se evaluo el efecto de la administracion de AA y a-TOH, sobre las frecuencias de MN,
apoptosis, rompimientos de cadena sencilla, niveles de antioxidantes totales y viabilidad

celular en ratones expuestos a CrOs.

La administracion de los tratamientos de AA-aTOH no resultd genotdxica, ya que no
incremento la frecuencia de MN, ni de células apoptoticas, ademas de que no modificé los
rompimientos de cadenas sencilla en comparacion con ninguno de los testigos. Estas
mismas dosis probadas por separado tampoco habian inducido dafio genotdxico ni
citotoxico (Garcia-Rodriguez, Serrano-Reyes y Altamirano-Lozano, 2012; Garcia-
Rodriguez, Hernandez-Cortés y Altamirano-Lozano, 2016). De hecho, en un estudio
realizado por Khan y Sinha (1993) probaron que la administracion de altas dosis de AA
(40mg/Kg/dia por 7 dias) a ratones, no inducen efectos genotdxicos y se mantiene su
eficacia antimutagénica. De igual forma, se ha reportado, que la administracion de altas
dosis de a-TOH (100 mg/Kg/dia por 30 dias) a ratones, no incrementa la frecuencia de MN
(Sarmishtha et al., 2000).

Se corroboro la genotoxicidad reportada para los compuestos de Cr(VI) (O’'Brien, Ceryak y
Patierno, 2003; Garcia-Rodriguez et al., 2014), ya que en el grupo tratado con CrOs; se
presentd un incremento significativo en la frecuencia de MN. Se ha propuesto como
mecanismo el dafo oxidante al ADN inducido por las ERO y los RL generados durante la
reduccion del Cr(VI) a Cr(lll). Sin embargo, también se ha planteado que los compuestos
de Cr(VI) pueden presentar efectos sobre los mecanismos de reparacion del material
genético (O’Brien, Ceryak y Patierno, 2003; Lee et al., 2012; Garcia-Rodriguez et al., 2014).
En este sentido, el ensayo cometa es un método ampliamente utilizado para medir y
analizar el dafo al ADN en forma de rompimientos de cadenas, asi como su reparacion. En
el tratamiento con CrO3z se increment6 significativamente la frecuencia de cometas a partir

de la hora 4, el dafio persistio y se incremento hasta la hora 48. Este mismo comportamiento
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se observo en el andlisis de las UA, ya que en la hora 48 se observé un incremento
significativo. Estos datos concuerdan con diversas investigaciones realizadas in vitro e in
vivo usando electroforesis unicelular en gel en las que se ha mostrado que la exposicion a
Cr(Vl) aumenta significativamente el niumero de sitios labiles al alcali en el ADN y de
rompimientos de cadenas (Blasiak y Kowalik, 2000; Trzeciak et al., 2000; Dana et al., 2001;

Ueno et al., 2001). Un posible mecanismo por el cual el Cr(VI) puede causar estas rupturas,
implica la generacion del ‘OH vy el posterior ataque a la azlUcar base. Alternativamente, el

Cr(V) o complejos peroxo-Cr(V) pueden oxidar al ADN mediante la sustraccién del
hidrogeno del carbono 1 o del carbono 4 de la desoxirribosa, que da lugar a un rompimiento

de cadena (O’Brien, Ceryak y Patierno, 2003).

El dafo genotdxico de los compuestos de Cr(VI) también fue corroborado al evaluar las
frecuencias de células apoptéticas, las cuales se incrementaron significativamente en el
grupo tratado con CrOs. La apoptosis constituye una de las respuestas celulares frente al
dafio al ADN, ya que es activada para eliminar las células con dafio en su material genético
cuando las lesiones exceden la capacidad de reparacion celular (Hayashi et al., 1990;
Garcia-Rodriguez, Carvente-Juarez y Altamirano-Lozano, 2013). Se ha reportado que la
exposicion a compuestos de Cr(VI) puede activar la ruta de sefializacion de p53 (Carlisle
et al., 2000). Ademas, se ha encontrado que la exposicion a estos compuestos provoca la
regulacion negativa de ciertos genes antiapoptoticos (bcl-W'y bcl-X,) y la sobreexpresion

del gen proapoptético bel-Xs (Ceryak et al., 2004).

Cuando se administraron los antioxidantes AA-aTOH previo al tratamiento con CrO; se
disminuy¢ la frecuencia de MN (alrededor del 37%) en comparacion con el grupo tratado
unicamente con el CrOs. En estudios previos se observé que, con la administracion Unica
de AA se disminuy6 el 56% y el 125% de las frecuencias de MN inducidos por CrO3z y V205
respectivamente. Por otro lado, en un tratamiento con a-TOH se redujo el 48% y el 68% de
las frecuencias de MN inducidos por CrOs; y V,0s respectivamente (Garcia-Rodriguez,
Serrano-Reyes y Altamirano-Lozano, 2012; Garcia-Rodriguez, Hernandez-Cortés vy
Altamirano-Lozano, 2016). Con estos antecedentes se puede deducir que, si bien existe un
efecto protector de la combinacion de los antioxidantes AA-aTOH contra la genotoxicidad

del CrOs3, su potencial antimutagénico es mas efectivo si se administran por separado.
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Otros estudios realizados in vivo, han mostrado el potencial antimutagénico que posee el
AAy el a-TOH ante la exposicién de agentes genotdxicos y carcinogénicos (luz ultravioleta,
hierro, pesticidas y metilcolantreno), ya que previenen y disminuyen la formacién de MN
(Khany Sinha, 1993; Sarmishtha et al., 2000; Premkumar y Bowlus, 2003; Zunhiga-Gonzalez
et al., 2015). En evaluaciones en personas con leucoplasia oral a las que se les dio un
tratamiento de a-TOH, se observd que se reducian significativamente las frecuencias de
MN tanto en las muestras de mucosas con lesiones, como en las de apariencia normal
(Benner et al., 1994).

Trabajos in vivo realizados por Konopacka y colaboradores (1998) mostraron que, con la
combinacion de AA, a-TOH y B-caroteno se presentd una proteccidn mas efectiva contra la
citotoxicidad y el dafio cromosomico inducido por rayos gamma, en comparacion si se
usaban solos. Sus observaciones sugieren que la combinacion de los compuestos actua
sinérgicamente, ya que el AA regenera al a-TOH a través de la reduccién del radical a-
cromanoxilo (Packer, Slater y Willson, 1979). La disminucion de la genotoxicidad inducida
por el Cr(VI) que se muestra en el grupo experimental, puede deberse a la accion del AA-
aTOH como neutralizadores de ERO y RL. EI AA es un antioxidante hidrosoluble que podria
actuar en la primera defensa contra los radicales formados en el citoplasma por la reduccion
intracelular del Cr(VI) a Cr(lll). Mientras que, el a-TOH es el antioxidante liposoluble mas
activo y su mayor funcion se atribuye a la proteccion de la membrana celular y de los lipidos
contra el dafio oxidante (Konopacka, Widel y Rzeszowska-Wolny, 1998). De esta manera,
el AA-aTOH pudo haber impedido la interaccion de las moléculas reactivas con las

biomoléculas y asi proteger contra el dafio al ADN.

Al evaluar la apoptosis, se observé en el grupo tratado con AA-aTOH y CrOs una
disminucion significativa en la frecuencia de células apoptéticas en comparacion con el
grupo tratado solo con CrOs. Carlisle y colaboradores (2000) observaron que un
pretratamiento con AA en células de ovario de criceto chino (células CHO) disminuy6 la
apoptosis inducida por compuestos de Cr(VI), mientras que el a-TOH no tuvo ningun efecto
sobre esto. Se ha propuesto que la inhibicion de la apoptosis por el AAy el a-TOH es
mediada por la via mitocondrial (Chen et al., 2018), ademas el a-TOH podria inhibir la
actividad de la caspasa 3 (Uemura et al., 2002). El hecho de que no se haya incrementado
la frecuencia células apoptéticas en este grupo, sino por el contrario se haya reducido, nos

permite sugerir que la reduccién de los MN no esta mediada por la eliminacién de células
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con dano irreversible en el ADN y que podria estar relacionado con la activacién de los
mecanismos de reparacion. Al evaluar la magnitud del dafo al ADN (ensayo cometa) se
observé una disminucion en el grupo tratado con AA-aTOH y CrO3z en comparacién con el
tratamiento unico del CrOs;, que sugiere que estos antioxidantes podrian activar la
reparacion del ADN y por ello se disminuye el promedio de las UA en este grupo. Se ha
observado que la administracién de AA a ratones, incrementa significativamente los niveles
de la reparacion del aducto 8-oxo-desoxiguanosina observada en los fluidos como 8-OHdG
(Garcia-Rodriguez, Gordillo-Garcia y Altamirano-Lozano, 2017). Recientemente, se reporto
que el AA es capaz de activar la reparacion del ADN dafiado en peces tratados con
pesticidas (fipronil y buprofezin), ya que se presenté un restablecimiento del dafio al ADN
evaluado mediante el ensayo cometa (Ghazanfar, Shahid y Qureshi, 2018). Por su parte,
Carlisle etal. (2000) observaron en células CHO que un pretratamiento con a-TOH
disminuye los rompimientos de cadena (sitios labiles al alcali) inducidos por compuestos de
Cr(VI).

Cuando se evalu6 el % de ADN en la cauda, no se observaron modificaciones significativas
en ninguno de los tratamientos, lo que sugiere que en los cometas se presentd el mismo
nivel de dafio. Este parametro se obtuvo a partir de la longitud de la cauda de los cometas;
de acuerdo a Collins (2004) la longitud media de la cola s6lo aumenta cuando las colas se
establecen por primera vez, posteriormente, ésta aumenta en intensidad pero no en longitud

a medida que aumenta la dosis de dano.

Por otra parte, debido a que se puede presentar una deplecion del sistema antioxidante

producida por los compuestos de Cr(VI) mediada por el incremento de los niveles de ERO
y en particular por el radical “OH generados durante su reduccién de Cr(VI) a Cr(lll) (Garcia-

Rodriguez, Gordillo-Garcia y Altamirano-Lozano, 2017), en el presente estudio se
evaluaron las concentraciones de antioxidantes totales en el plasma sanguineo. El
tratamiento con AA-aTOH, asi como el testigo/aceite de maiz incrementaron
significativamente los niveles de antioxidantes totales en plasma. En un estudio en el que
emplearon al aceite de maiz como testigo negativo, se observé que éste contribuia a la
reduccion de algunos marcadores oxidativos y elevo los niveles de GSH en la sangre
(Barrouin-Melo et al., 2016). Se sabe que el a-TOH se encuentra principalmente en los

aceites vegetales de soya, maiz, algodon y girasol, lo cual podria explicar la capacidad
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antioxidante detectada en el testigo/aceite de maiz (Sayago et al., 2007; Combs et al.,
2017). En el grupo tratado solo con el CrO; se disminuyeron los niveles de antioxidantes
totales, mientras que en el grupo tratado con AA-aTOH y CrO; se recuperaron. Se ha
observado que la suplementacién de 400 Ul de a-TOH mas 1g de AA al dia es capaz de
disminuir significativamente el dafo oxidativo e incrementar la capacidad antioxidante total
de trabajadores expuestos a compuestos de plomo (Rendén-Ramirez et al., 2014). Es
posible que el AA-aTOH haya reducido las frecuencias de MN también por esta via en el

grupo en el cual se traté con éstos previo a la exposicion del Cr(VI).

En cuanto a la citotoxicidad evaluada mediante la relacion EPC con respecto a los ENC, no
se presentaron cambios significativos en ninguno de los tratamientos. Si bien la OECD
(2016) establece que al realizar la prueba de MN se determine la relacion de EPC/ENC,
este parametro debe tomarse con reserva, debido a que cuando un compuesto causa
toxicidad durante la eritropoyesis, pueden activarse los mecanismos de division celular y
por lo tanto enmascarar el efecto (Hayashi et al., 2000). Por lo tanto, para determinar la
citotoxicidad se evalud la viabilidad celular basada en la integridad de la membrana con
base en la técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013). Con la administracion
sola de los antioxidantes no se modifico la frecuencia de las células viables, lo que sugiere
que estos compuestos no inducen dafio citotoxico. Aunque el estudio de la citotoxicidad del
AA ha sido de gran interés como agente anticancerigeno; se ha observado que mientras
éste es citotdoxico para una variedad de células cancerosas, las células normales son
resistentes a dicho efecto (Chen et al., 2008). Se ha propuesto que este efecto se debe a
que el estado redox celular depende del cobre que es un elemento importante en su accion
citotdxica y las células cancerosas tienen concentraciones de cobre considerablemente
elevadas (Ullah et al., 2011). Por su parte, se ha observado que el a-TOH no presenta
efectos citotéxicos sino por el contrario atenua la citotoxicidad y la apoptosis inducida por
compuestos como el d-tocotrienol que se utiliza contra células cancerosas (Shibata et al.,
2010).

En el tratamiento con CrO3 se afectd la viabilidad celular y causo la muerte de un organismo,
lo cual corrobora el efecto citotdxico reportado para los compuestos de Cr(VI) (O’Brien,
Ceryak y Patierno, 2003). Bajo condiciones fisiologicas el Cr(VI) no reacciona directamente
con el ADN y otras macromoléculas. La actividad genotdxica y citotoxica del Cr(VI) es el

resultado de su activacion reductiva dentro de la célula. El metabolismo reductivo de estos
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compuestos genera ERO y RL, ademas de las especies intermedias de Cr(V), Cr(IV) y
Cr(lll) que forman una serie de complejos estables con el ADN y otras moléculas
intracelulares. EI Cr(VI) puede provocar efectos sobre la replicacion y la transcripcion del
ADN, desregularizar los puntos de control en el ciclo celular, afectar los mecanismos de
reparacion del ADN y generar disrupcion en las redes génicas regulatorias relacionadas
con la muerte celular (Qi et al., 2000; Zhitkovich et al., 2002; O’Brien, Ceryak y Patierno,
2003; Reynolds y Zhitkovich, 2007; Wong, Armknecht y Zhitkovich, 2012).

Al administrar el tratamiento de antioxidantes previo al compuesto metalico, la viabilidad
celular se vio afectada significativamente. Esta disminucion de la viabilidad celular en el
grupo experimental resulté del incremento significativo de la frecuencia de las células
necroticas. Ademas del dano que pudiera provocar la necrosis inducida por el CrOs (EPA,
2010), se ha planteado que el AA puede inhibir la divisién celular y promover la necrosis de
manera dosis dependiente al modular negativamente la expresién de los genes necesarios

para la progresion de la fase S (Belin et al., 2009; Yurtcu, Iseri y Sahin, 2011).
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VIll. CONCLUSIONES

Se corrobord el dano genotoxico y citotoxico de la administracion del CrOzya que se
incrementaron las frecuencias de MN, de rupturas de cadena sencilla (desde la hora
4), de células apoptéticas y se disminuyd la viabilidad celular

La administracion sola de una dosis de 100-20 mg/kg de AA-aTOH via ig. no induce
dafo genotdxico ni citotoxico, ya que no se incrementaron las frecuencias de MN, de
rupturas de cadena sencilla, de células apoptoticas y no se modificd la viabilidad
celular.

La administracion previa de AA-aTOH protege contra el dafio genotdxico inducido por
el CrOsz;, ya que se disminuyeron las frecuencias de MN vy las frecuencias de
rompimientos de cadena sencilla evaluadas mediante el numero de cometas y la
magnitud del dafno en el ADN (UA), lo que sugiere que el tratamiento combinado de AA
y a-TOH pueden tener efectos sobre la reparacion del dafio al ADN.

La administracion de AA-aTOH y CrOs; disminuy® las células apoptéticas al compararse
con el grupo tratado con CrOs, lo que sugiere que a diferencia de otros antioxidantes la
reduccion de MN no esta mediada por la activacion de la apoptosis. Sin embargo,
incremento las frecuencias de células necroticas.

La administracion de AA-aTOH incrementa los niveles de antioxidantes totales y el
tratamiento con CrOs los disminuye. Mientras que, en el grupo tratado con AA-aTOH y
CrOslos niveles de antioxidantes totales se recuperaron, lo que sugiere una regulaciéon

positiva del sistema antioxidante enddgeno.
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X. ANEXOS

Los resultados del presente trabajo fueron presentados de manera parcial o total en los

siguientes eventos académicos.

% XX Foro de Investigacion Escolar en Biologia

Titulo de la ponencia: “Evaluacion genotdxica de la administracion de compuestos
quinolinicos, extractos de soya y vitaminas (C y E) en sangre periférica de ratones de la cepa
Hsd:ICR".

Autores: Lopez-Ramirez G, Parra-Aguilar TJ, Valle-Castillo GA, Hernandez-Luis F y Garcia-
Rodriguez MC.

Organizadores: Carrera de Biologia de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM.

Lugar y fecha: Ciudad de México, México. Celebrado del 9 al 11 de octubre de 2017.

% Congreso Nacional de Genética 2017

Titulo de la ponencia: “Efectos del acido ascoérbico y del alfa-tocoferol sobre el dafio
genotoxico y citotoxico inducido por compuestos metalicos de cromo hexavalente y vanadio
pentavalente en ratones Hsd:ICR”.

Autores: Parra-Aguilar TJ, Hernandez-Cortés LM, Altamirano-Lozano M y Garcia-
Rodriguez MC.

Organizadores: Sociedad Mexicana de Genética A.C.

Lugar y fecha: San Francisco de Campeche, Campeche, México. Celebrado del 2 al 5 de
octubre de 2017.

< XXII Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud

Titulo de la ponencia: “Evaluaciones genotoxicas en sangre periférica de ratones tratados
con antioxidantes incluidos en la dieta humana y de un nuevo compuesto quinolinico”.
Autores: Parra-Aguilar TJ, Valle-Castillo GA, Lopez-Ramirez G Hernandez-Luis F, Lépez-
Sanchez MA y Garcia-Rodriguez MC.

Organizadores: La Universidad Autonoma Metropolitana Iztapalapa.

Lugar y fecha: Ciudad de México, México. Celebrado el 18 y 19 de septiembre y del 13 al
15 de diciembre de 2017.
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Resumen

Introduccidn

El estiio de vida se ha asociado con el desarrollo o proteccion de enfermedades
relacionadas con el dafio al ADN. En la Facultad de Quimica (UNAM) se han sintetizado
nuevos compuestos quinolinicos con la finalidad de potenciar sus efectos terapéuticos
mediante la adicion de grupos hidroxilo y metoxilo. Por otra parte, se ha observado que los
extractos de soya presentan un alto contenido de antioxidantes, que de igual manera
podrian modular el dafio al ADN.

Material y Método

El presente trabajo consistié en la evaluacion genotdxica de tres compuestos: a) un nuevo
compuesto quinolinico (TAQ-MLB13, 10 mg/kg), b) Extractos de soya (40mg/kg) y c)
Vitaminas C-E (100-20 mg/kg). A grupos de cinco ratones hembra de la cepa Hsd:ICR se
les extrajeron muestras de sangre periférica de la vena caudal a las 0 y 48 horas. Las
evaluaciones genotdxicas se realizaron mediante el ensayo de microndcleos (MN) de
acuerdo con Hayashi et al. (1990)!"1.

Resultados

Se observé que la administracion de los tres compuestos no modifican las frecuencias de
MN en comparacién con los grupos testigo. Se empleé un grupo testigo positivo al que se
le administraron 20 mg/kg de CrOs, el cual mostré un incremento significativo de MN en
comparacion con el grupo testigo. Al evaluar la relacion de los eritrocitos policromaticos y
normocromaticos no se observaron efectos significativos en ninguno de los grupos
estudiados.

Conclusiones
Estos resultados generan grandes expectativas sobre el uso de estos nuevos compuestos
en tratamientos terapeuticos, asi como en su posible uso en la proteccién del dafio al ADN.
Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216 y por CB-SEP-
CONACYT 220664.
[1] Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245-249.

Palabras clave:
Antioxidante, quinazolina, proteina de soya, cromo hexavalente, micronucleos, apoptosis.
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EFECTOS DEL ACIDO ASCORBICO Y DEL ALFA-TOCOFEROL SOBRE EL DANO
GENOTOXICO Y CITOTOXICO INDUCIDO POR COMPUESTOS METALICOS DE CROMO
HEXAVALENTE Y VANADIO PENTAVALENTE EN RATONES Hsd:ICR

Parra-Aguilar T J, Hernandez-Cortés L M, Altamirano-Lozano M y Garcia-Rodriguez M C*

'Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, 09230, Batalla 5 de mayo S/N esquina Fuerte de Loreto, Col. Ejército
de Oriente, Iztapalapa, Ciudad de México
maricar 67@yahoo.com

Aunque los metales pesados como el cromo y el vanadio son micronutrientes, en
concentraciones elevadas son téxicos e incluso cancerigenos'. Los compuestos de
cromo hexavalente [Cr(VI)] y vanadio pentavalente [V(V)] se reducen intracelularmente
generando estrés oxidante celular. En contraparte, el dafio oxidante puede ser
contrarrestado por moléculas antioxidantes, como es el caso del acido ascorbico (AA) y
del alfa-tocoferol (a-toc). En el presente estudio se evaluaron los efectos del AAy del a-
toc sobre el daflo genotoxico y citotoxico inducido por el CrOsy el V20s. Grupos de 5
ratones fueron tratados de la siguiente manera: 1) Grupos testigos, solo se les administré
el vehiculo; 2) Grupos de antioxidantes, se les administraron dosis de 100 mg/kg de AA
y 20 mg/kg de a-toc; 3) Grupos de compuestos metalicos, se les administraron 20 mg/kg
de CrO3 6 40 mg/kg de V20s, y 5). Grupos experimentales, se les administraron los
antioxidantes y cuatro horas después los compuestos metalicos. Las muestras de sangre
periférica se obtuvieron de la vena caudal a las 0 y 48 horas después de los tratamientos.
Se observé que los antioxidantes no incrementaron MN ni afectaron la viabilidad celular.
Sin embargo, los tratamientos de V>Os y CrOs incrementaron significativamente las
frecuencias de MN y de células no viables. Cuando fueron combinados los tratamientos
de antioxidantes y compuestos metalicos se disminuyeron las frecuencias de MN,
aunque no se observa un efecto claro en las frecuencias de células apoptoticas ni en la
viabilidad celular. Con base en estos resultados se sugiere que, aunque la exposicion de
las poblaciones humanas a compuestos metalicos como el CrOs y el V.05 puede
representar un riesgo genotdxico y citotdxico, sustancias con potencial antioxidante
como el AAy el a-toc pueden prevenir o modular esos efectos.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216.

YJARC Monogr. Eval. Carcinog. 1987, 49-256 (1990), and IARC Monogr. Eval. Carcinog.
Risks to Humans 86, (2006).
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m m:--n-lm E{II S imtants ot Lo ghartussants e {Civeriad & bn 5 atnd
EVALUACIONES GENOTOXICAS EN SANGRE PERIFERICA DE RATONES TRATADOS
CON ANTIOXIDANTES INCLUIDOS EN LA DIETA HUMANA Y DE UN NUEVO
COMPUESTO QUINOLINICO

Parra-Aguilar Thelma lacqueline’, Valle-Castilo Gabrlets Abigail, Loper-Ramirer Griselda®, Herndndez-Luds
Franciseo®, Laper-Sinches Marcels Alejandra’ v Garcly-Rodrigues Maris del Carmen®

‘1.1r||d.|ddl IniEtigaciin an Gemdtics y Tonkoologia Amblantal, FES-Zaragors, WRAML COMY, Mdsico, *ﬂlﬂrllmnnhdl Fammacla,
Facultad de Ouimica. UNARL, ODRDE, Rldudicn. w’“m

En la actualidad o crecimiento de las industrizs ha incrementado |3 exposiciin de las poblaciones a los agentes
genobduicos, por lo que s& ha planbeads b necesidad de penerar estrabegias para la proteccidn del dafio al ADN.
Una de efftas & by nestralizacion del estrés oxidante mediante el uso de antioxidantes, En este sentido, se ha
phservade gque tanto las Vitaminas C y E, eomo los extractos de soya presentan propledades antioaidantes.
hunado a ello & han disefiade o modificads eompuestos para potenciar su capacidad antioxidanbe; como et el
Basd 0 18 qUIRAZANAE TAL-MLEBLS, SnDeneads ef b FaduRa0 08 CUimIch 0e ia UNAR, 3 & que 58 b aicnnann
prupos hidroxila v metmils, Como parte de la regulacidn establecida en el disefio, sintesis & mejora de un
Hrmaco, & deben realizar una serie de prusbad donde & inchiye la evaluscion del dafio al material gendtics,
Una técnica amplisments wtilizada para este fin e & snsayo de microndcbeos (MN). El abjétivo del pretemte
trabajo consistid en evaluar ks actividad genotdades de la TAG-MLELS, extractos de soya y vitaminas (C y E} en
sangre periférica de ratones de la cepa Hed:ICR. Grupos de 5 rabones hembra fusron divididos al azar y tratados
de | siguiente manera: a) Quinazoling TAG-MLE1S (10 mgfkg), b) Sxtractos de soya (40mg/kgl v ¢} Vitaminas C-
E [100-20 mg kgl Tambidn se emplearaon dos grupos testigo: d) grupo bestige positive al que se le sdministranon
20 g de CrDy i &) testign negatino [$dlo te le adminktrd el vehitulo), Degpuds de la adminktration de los
tratamientos, 3 los organismos s les extrajeron muestras de sangre periférics de |a vena caudal a kas 0 y 48
horas. Las evaluaciones genotisicas se realizaron mediante el ensiyo de MN de acuerdo con Hayashi ef al
119901, Al evaluar b relacidn de los eritrocites policromaticas [EPC) y normocrdmaticos (ENC) no 18 obiervaron
efectos significativos en ninguno de los grupos estudiad os con excepeidn del grupo tratado con Crly que mostnd
una digminucidn de ko4 EPC. La adminitratisn de Cry, mostid un incremento sgnificativo de MN &n comparaciin
tamto con &l grupo testigo (tratado c6lo con el wehioulo) como con los otros grupos experimentales. Los grupos
tratasdod con compuestos de soya y vitaminas [C y E) no incrementan bos MM, por el colrario se obsenad una
dismunucidn en comparcidn con su respectiva grupo bestigo, Misntras que, & tratambento con ta TAC-MLE]
inerementa las frecuencias de MN, sin embango, este increments no es indicativa de uns genotaxdcidad clara, ya
guE organizaciones como b FOA™ proponen como agentes genodxicos clares aquelles que incrémenten mas
da 4 BAM par 1000 ERC y by TAQ-MLET inerarnanks slradadar de 1 MM an 1000 EPC. Bl afscts abdarasds por lod
moenpuestos de soya y bas vitamings pudo deberse gracias a sus egructuras moleculares capaces de newtralizar
&l estrds oxidante celular, disminuyendo a su vez & dafio directo al ADN. Mientras gue o efecto que presentd la
pdministratitn de la TAGQ-MLE1Y padria ser indicative de dafio tdaieo indirecto, Estos resultados peneran grandes
enpettativas sobre el uso de estol compuestos en tratarmientos terapeiticas, 34 como en Su posible use &n la
proteceidn del dafia al ADN. Proyecto financiado por UNAM mediarte |s DEAPA PAPIT-INI19216 § por
SEP-COMACYT 220664,

[1] Heayashi et af, 1990, Mutat Res; 245:245-249,

[2] FDA, COER, and CBER. 2012; 1-31. dotEMASCHMP/ICH/ 1266432008,
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