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RESUMEN

En estudios epidemioldgicos se ha observado que un alto consumo de soya (Glycine
max) esta relacionado con efectos benéficos a la salud humana, debido a su alto
contenido de proteinas y a las propiedades antioxidantes que le confieren
isoflavonas como la genisteina. En contraparte, el dafio genotéxico inducido por el
trioxido de cromo (CrOs3) se ha asociado al estres oxidante (EOx) inducido durante
su reduccion intracelular. De ahi que, en el presente estudio se evalué el efecto de
la genisteina y de los extractos proteinicos de la soya (ExPS) sobre el dafio
genotdxico y citotdxico inducidos por el CrOs en sangre periférica de ratones
Hsd:ICR. Grupos de cinco ratones hembra y macho fueron tratados de la siguiente
manera: a) testigo/agua, vehiculo 0.25 mL de agua potable esteril por via
intragastrica (i.g.); b) testigo/aceite, vehiculo 0.25 mL de aceite de maiz por via i.g.;
c) ExPS, 40 mg/Kg por via i.g.; d) genisteina, 15 mg/Kg por via i.g.; €) CrOs, 20
mg/Kg por via intraperitoneal (i.p.); f) EXPS-CrOs, mismos tratamientos y vias que
los grupos ExPS y CrOs; y g) genisteina-CrOsz, mismos tratamientos y vias que
grupos ExPS y CrOs. Las evaluaciones de micronucleos (MN), apoptosis, relacion
de eritrocitos policrométicos/normocromaticos (EPC/ENC) y viabilidad celular se
realizaron en muestras de sangre periférica tomadas a las 0, 24, 48 y 72 horas
después de los tratamientos. Se corroboré el dafio genotdxico y citotoxico del CrOs,
ya que se incrementaron los promedios de MN y las células apoptéticas. La
administracion de los ExPS y de la genisteina no indujeron dafio genotéxico en
ratones hembra y macho, ya que no se incrementaron los promedios de MN, aunque
la administracion de los ExPS (40 mg/Kg) y de la genisteina (15 mg/Kg)
incrementaron las células apoptéticas en machos. La administracion de los ExPS
(40 mg/Kg) y de la genisteina (15 mg/Kg) disminuyeron el dafio genotéxico inducido
por el CrOs, ya que se redujeron los promedios de MN, siendo mas significativo en
machos. El hecho de no observar un incremento de células apoptoticas cuando se
administraron los EXPS y la genisteina previo al tratamiento con CrOs, sino por el
contrario se redujeron, sugiere que la disminucion de MN no estd mediada por la

activacion de la apoptosis.
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l. INTRODUCCION

Se ha observado que algunos componentes vegetales al presentar propiedades
antioxidantes pueden proteger del dafio al material genético y de la induccion de
algunos tipos de cancer (Surh y Ferguson, 2003). Dentro de estos componentes
se encuentra la soya (Glycine max) que presenta altas concentraciones de
proteinas y antioxidantes como las isoflavonas, particularmente la genisteina la
cual estad asociada con la baja incidencia de cancer de mama, préstata, colon,
higado y ovario (Navarro, 2001). Se ha planteado como posibles mecanismos de
“proteccion” a la induccién de apoptosis de las células cancerosas y la captura de
radicales libres (RL) (Shehata et al., 2016).

En contra parte, la genotoxicidad inducida por compuestos de cromo hexavalente
[Cr(VD)], se ha relacionado con el estrés oxidante (EOx) generado durante su
reduccion intracelular a cromo trivalente [Cr(lll)] (O’Brien et al., 2003). De ahi
surge el interés de conocer si los extractos proteinicos de soya (ExPS) y la
genisteina pueden proteger contra el dafio genotoxico y citotdéxico inducido por

compuestos de Cr(VI) principalmente del trioxido de cromo (CrOs).

1.1 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que retrasa o inhibe la oxidacién de otras
moléculas y son capaces de donar electrones para estabilizar a los RL y
neutralizar sus efectos dafiinos. La principal caracteristica estructural de éstos, es
la presencia de iones hidroxilo (OH") o sulfhidrilo (SH") en la molécula original o
en su forma reducida (Veskoukis et al., 2012; Halliwell y Gutteridge, 2015; Pisoschi
y Pop, 2015). Los mecanismos de defensa antioxidante pueden ser de naturaleza
enzimatica y no enzimatica y actdan conjuntamente para asi proteger a la célula.
El componente de tipo enzimatico se considera como la primera linea de defensa
y se encarga de evitar la acumulaciéon de especies reactivas de oxigeno (ERO),
catalizando la transferencia de electrones de un sustrato hacia los RL (Yu, 1994;

Chaudoére y Ferrari, 1999); en donde se incluyen a la superdoxido dismutasa
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(SOD), la catalasa (CAT) y la glutation peroxidasa (GPx), cuya sintesis puede
modificarse por ejercicio, dieta y edad (Filaire y Toumi, 2012).

Los antioxidantes de tipo no enzimaticos son un conjunto de moléculas tanto
hidrofobas como hidrofilicas que tienen como funcion capturar RL y generar
moléculas menos nocivas para la célula, mediante la adicion de un electron al RL
con el objetivo de estabilizarlo (Bandyopadhyay et al.,1999; Larkins, 1999).

Los antioxidantes pueden ser sintetizados por la célula (enddgenos) o ingresar a
través de la dieta (exégenos) (Ramos et al., 2006; Veskoukis et al., 2012). Dentro
de los antioxidantes que se incorporan por la dieta estan las isoflavonas como la
genisteina que se encuentran principalmente en la soya (Marotte y Zeni, 2013).
Se ha observado que una dieta rica en antioxidantes disminuye la incidencia de
diferentes tipos de cancer, asi como de enfermedades degenerativas, por lo que
ha surgido un gran interés hacia la evaluacion de los productos naturales y su

capacidad antioxidante (Avello y Suwalsky, 2006; Pisoschi y Pop, 2015).

1.1.1 Soyay sus isoflavonas
La soya (Glycine max) es una planta herbacea anual, proveniente de las regiones
subtropicales y tropicales de Asia, perteneciente a la familia de las Fabaceae
(Avila, 2011) caracterizada por presentar tallos rastreros o erectos de hasta 150
cm de altura, provista de pequefios pelos rojizos; hojas ovales, compuestas,
tripinadas y pilosas; flores papilonaceas, amarillentas o violaceas, de pequefio
tamafio, agrupadas en inflorescencias axilares; el fruto es una vaina arqueada
vellosa con 2-6 semillas subglobosas lisas en su interior, de color variable entre
blanco-amarillento y pardo (Mostacero et al.,2002). La semilla de soya posee un
alto contenido proteinico, importante para la alimentacion humana y animal,
siendo de gran importancia economica y social (Minuzzi et al., 2007). Dentro del
consumo de soya, el consumo en particular de sus extractos proteinicos ha
crecido notablemente debido a que la proteina de soya se caracteriza por ser de
buena calidad y por su alto valor nutricional, presenta propiedades benéficas a la

salud, ya que su consumo se asocia con la prevencion de enfermedades
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cardiovasculares, osteoporosis y en el tratamiento de enfermedades renales
(Torres-Torres y Tovar-Palacio, 2009). A exepcion de estudio de Todden et al.,
(2007) en el que observaron que altas concentraciones de proteina de soya
podrian inducir dafio genotéxico a los colonocitos, no hay estudios de los efectos
de la proteina de soya sobre el ADN.

La soya presenta la mayor cantidad de isoflavonas, las cuales son un amplio grupo
de compuestos bioactivos, no nutritivos, de estructura fendlica, no esteroidal
(Vanegas et al., 2008; Patisaul y Jefferson, 2010). El contenido de isoflavonas
depende de las condiciones de cultivo y crecimiento, afio de cosecha; asi como,
de la forma en que hayan sido procesadas (Liu y Herbert, 2002). Las isoflavonas
que principalmente estdn presentes en la soya en su forma aglicona son la
genisteina, daidzeinay gliciteina; que son las moléculas activas para los humanos
(Valladares et al., 2012; Gonzalez y Duran, 2014). La genisteina (5,7- dihidroxi-3-
(4-hidroxifenil)-4H1-benzopiran-4-ona) (Mendoza et al.,, 2015) es una de las
isoflavonas de mayor importancia por sus propiedades anticancerigenas,
antioxidantes y capturadoras de RL (Figura 1A).

Las isoflavonas presentes en los alimentos se encuentran inactivas, debido a que
estan en forma glicosilada (unidas a azucares), las cuales se denominan daidzina,
genistina y glicitina. Una vez ingeridas, éstas son hidrolizadas (mediante enzimas
intestinales B-glucosidasas) a sus formas agliconas, daidzeina, genisteina,
gliciteina, que son activas (Setchell et al., 2005). Las formas agliconas pueden ser
absorbidas, o continuar siendo metabolizadas a varios tipos especificos de
metabolitos: la genisteina puede ser metabolizada a p-etil fenol (Cederroth y Nef,
2009). Luego siguen pasos de glicuronidacion (unién al acido glucurénico y en
menor medida al acido sulfarico), eventos que toman lugar en el higado, y también
pueden ocurrir en la pared intestinal durante la misma absorcion. Las isoflavonas
llegan al higado mediante la circulacion enterohepatica, donde pueden ser
catalizadas por la UDP-glucuroniltransferasa (Setchell et al., 2002). La mayoria de
las isoflavonas absorbidas son excretadas en forma conjugada por la orina, pero
un pequefio porcentaje pasa por la circulacion enterohepatica, reciclandose



nuevamente. Ademas de la orina, también pueden eliminarse por la bilis, plasma,
heces, semen, saliva y leche materna (Murkies et al., 1998).

Las isoflavonas son capaces de unirse a los receptores de estrégenos (RE) debido
a su similitud estructural con el estradiol (E2) (Figura 1B), por ello es que se
clasifican como fitoestrogenos (Setchell y Cassidy, 1999; Quifiones et al., 2012;
Rahman y Hongsprabhas, 2016). Debido a esta capacidad de union a los RE, las
isoflavonas pueden actuar como agonistas o antagonistas de los RE, inhibiendo o

promoviendo la proliferacién celular (Molteni et al., 1995; Setchell, 1998).

A Isoflavona B
OH

CH3; OH

OH O

HO

HO O

Genisteina

Figura 1. Estructura de la genisteina (isoflavona) y estradiol.

1.2 Estrés oxidante

El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, en favor de los primeros, conduce
a una ruptura del control y sefalizacion fisiologica que normalmente ejerce el
sistema redox, conduciendo a un dafio molecular el cual se le conoce como EOx
(Jones, 2006). El EOx es responsable de la degeneracion celular, debido a que
los RL pueden reaccionar con biomoléculas, produciendo en milisegundos un
dafio celular irreversible que puede llevar a la muerte celular (Donaldson et al.,
1996; Turrens, 2003).

Un RL es cualquier molécula que cuenta con uno o mas electrones desapareados
en la oOrbita externa, es altamente reactiva y capaz de provocar una reaccion en
cadena que causa dafo oxidante, desde células hasta tejidos (Bunker, 1992;

Gonzalez-Torres et al., 2000; Ramos et al., 2006; Nufiez, 2011). Los RL
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endogenos, son producidos normal y continuamente durante el metabolismo
celular, que se lleva a cabo principalmente en la mitocondria (Turrens, 2003) y
juegan un importante papel en la defensa contra infecciones por bacterias y virus.
En contra parte, se ha propuesto que la genisteina (una de las principales
isoflavonas de soya), es capaz de neutralizar a los RL (Haya et al., 2002; Carratt
y Sanzini, 2005; Hernandez et al., 2009).

1.3 Estrés oxidante inducido por metales pesados

El EOx es promovido por la capacidad oxidante de los metales pesados
(frecuentes contaminantes ambientales) asociado con la patogénesis de diversas
enfermedades (Becerra-Torres et al., 2014). La Agencia Internacional de
Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) ha incluido en el grupo
de agentes carcindégenos al arsénico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr), plomo (Pb) y
mercurio (Hg) (IARC, 1990). Los cuales pueden generar toxicidad en las células,
tejidos u 6rganos, asi como también genotoéxicidad y carcinogenicidad, debido a
gue son capaces de incrementar la formacion de RL y generar EOx (Conte et al.,
1998; Kawanishi et al., 2002; Valko et al., 2006). La toxicidad y carcinogenicidad
de algunos metales se debe a que éstos poseen la capacidad de interaccionar con
el ADN y con proteinas nucleares, asi mismo generan ERO que causan el
deterioro oxidativo de diversas biomoléculas. Los compuestos de Fe(ll), Cu(ll),
Cr(ll1), Cr(1V), Cr(V), Cr(VI), Co(ll), Ni(ll) y V(IV), mediante la reaccion de Fenton
producen ERO intracelulares de manera directa e indirecta. Durante esta reaccion,
el cation reacciona con el perdxido de hidrogeno (H202) para generar un radical
hidroxilo (OH*) altamente téxico y un ion metalico oxidado. Otro mecanismo clave
por el cual los metales como Cr(lll), Cr(IV), Cr(V), Cr(VI), Co(l), Co(ll) y V(IV)

generan ERO es la reaccion de Haber-Weiss. En esta reaccion, el 02" media la
generacion del OH" a partir del H202 y también participa en la reduccion de Fe(lll)

gue conduce a la reaccion de Fenton (Figura 2).



Efectos de la genisteina y de los ExPS sobre el dafio genotdxico inducido por el trioxido de cromo

Reaccién de Fenton
Fe? + H:0, =) Fe* +OH + OH
Ciclo de Haber-Weiss

Oz~ + H20; =) Oz + H20 + "OH
J

Figura 2. Reaccion de Fenton y ciclo de Haber-Weiss.

1.3.1 Cromo hexavalente
Los compuestos de Cr(VI) son toxicos y carcinogénicos en altas dosis, debido a
su alto grado de oxidacion y a su capacidad para permear membranas biol6gicas,
ocasionando alteraciones en el genoma (Nordberg et al., 2001; Caballero et al.,
2012; Lee et al., 2012; Bakiyaraj et al., 2014). ElI Cr(VI) es uno de los
contaminantes ambientales mas importantes y se emplea en la manufactura de
colorantes, fabricacién de pinturas, curtido de cuero, produccién de conservadores
de la madera, en la industria textil, entre muchas otras aplicaciones (EPA, 2010;
ATSDR, 2012). La exposicion a los compuestos de Cr(VI) también se puede dar
por agua, suelo y alimentos contaminados; asi como, al contacto con el humo de
cigarro (O’Brien et al., 2003). Si bien el Cr(lll) es considerado como micronutriente
esencial implicado en el metabolismo de azucares y grasas , se ha comprobado
qgue el Cr(VI) es inductor de dafio genotdxico (Garcia-Rodriguez et al., 2001). El
Cr(VIl) se absorbe facilmente y es capaz de atravesar la membrana celular
mediante transportadores anidnicos de fosfato/sulfato, en donde el ascorbato
(Asc), el glutation (GSH) y la cisteina (Cys) lo reducen a Cr(V), Cr(IV) y Cr(lll). La
reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) puede dar lugar a la formacién de RL (Figura 3) los
cuales ocacionan dafio oxidativo al ADN, en donde se incluyen a las
modificaciones de bases, rompimientos de cadena sencilla, entrecruzamientos de

ADN-ADN, entrecruzamientos de ADN-proteina, aductos de cromo-ADN,
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oxidacion de nucleétidos y aberraciones cromosomicas (AC) (O'Brien et al., 2003;
Valko et al., 2006; ATSDR, 2012; Lee et al., 2012; Lay y Levina, 2013).

Membrana
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Cr(ll -GSH

( ]\ cr(ln) Cys
-Asc CCr{III]\‘) !
-GSH
-Cys Crod'i_* I_ |

'ﬁ‘ — Cr'l."l — Cr\’ —_— Crl\r —_— Crlll

304'2
Reaccion de Fenton Aductos

H:0: / oxidacién
Cadena de ADN

Rompimientos Ox-G Cr Cr Cr
| | |
Asc GSH Cys

Figura 3. Induccion de dafio al ADN por el Cr(VI). Modificada de Jomova y Valko, (2011).

1.4 Pruebas y ensayos para evaluar genotoxicidad y citotoxicidad

Un agente genotoxico es cualquier sustancia o producto capaz de lesionar la
integridad del material genético y/o sus componentes asociados (Smith, 1996;
Lodish et al., 2002). La evaluacion de dafio genotoxico se realiza para identificar
agentes contaminantes que representan un riesgo para la estabilidad del material
genético; asi como, compuestos propuestos para uso terapéutico y sustancias que
podrian ser capaces de regular o reducir los efectos mutagénicos de algunos
productos quimicos (Sloczynska et al., 2014).

Para evaluar dafio genotdxico se recomienda iniciar con ensayos de tamizaje

como los son los de mutaciones, ensayos in vitro empleando células de mamiferos
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(frecuencia de AC) in vivo empleando médula 6sea o sangre periférica (frecuencia
de microndcleos (MN)) (IARC, 1990, FDA, 2000; OECD, 2016). Las pruebas de
genotoxicidad no solo son indispensables para evaluar agentes genotoxicos y sus
mecanismos inductores, sino también sustancias con propiedades protectoras o

moduladoras de dafio al ADN (Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2006).

1.4.1 Ensayo de micronucleos

El ensayo de MN, es una técnica ampliamente utilizada para la deteccion del dafio
genotoxico, producido por diferentes sustancias quimicas y agentes fisicos. Los
MN son fragmentos de cromosomas o0 cromosomas completos, que
espontaneamente o por causa de agentes genotoxicos, quedan fuera del nucleo
durante la division celular, su forma es generalmente redonda y alcanza un
diametro entre 0.4 a 1.6 micras (Schmid, 1975; Heddle et al., 1991; Fuic y Mijic,
1999), pueden ser cromosomas completos rezagados por dafio al uso mitético
(dafio anepluegénico) (Figura 4A), o bien fragmentos de cromosomas sin
centromero (dafio clastogénico) (Figura 4B); en cualquiera de los casos, no
lograron incorporarse a ninguno de los ndcleos de las células hijas. El ensayo de
MN es una técnica in vivo que se puede realizar en cualquier tejido que este en
proliferacion, puede ser en médula ésea o en eritrocitos de sangre periférica de
animales donde el bazo no elimine eritrocitos micronucleados. Cuando los
eritrocitos policromaticos (EPC) son expulsados de la médula 6sea, el nucleo se
extruye. Si un MN se ha formado permanece en el citoplasma (Schmid, 1975,
Mavournin et al., 1990).

El ensayo de MN se caracteriza por su simplicidad, fiabilidad, sensibilidad y
rapidez (Rocha et al., 2011). Un incremento en la frecuencia de MN en animales
tratados con agentes quimicos, indica que estos agentes son inductores de dafio
cromosomico, sin embargo, no indica que tipo de dafio cromosémico y que
cromosomas estuvieron involucrados (Hayashi et al., 2000). 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).
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Figura 4. Formacion de un microntcleo. Tomado de Ramos-Ledn, (2016).

1.4.2 Apoptosis y viabilidad celular
La apoptosis es un proceso genéticamente controlado mediante el cual las células
inducen su propia muerte (Figura 5A), es importante para el desarrollo y el
mantenimiento de la homeostasis de los tejidos, juega un papel fundamental en el
mecanismo de proteccion contra la carcinogénesis (eliminacion de las células
dafiadas genéticamente), y se le ha considerado como un marcador de dafio al
ADN (Hayashi et al., 1990). 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
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rodeados de membrana denominados cuerpos apoptoticos (McGahon et al., 1995;

Alberts et al.

, 2010).

Ademas de la apoptosis que es una forma de muerte celular programada se

encuentra la necrosis (Figura 5B). La necrosis es un proceso violento, ya que las

células se hinchan y se rompe la membrana plasmatica, de modo que liberan todo

su contenido sobre las células adyacentes, lo que provoca una respuesta
inflamatoria (Allen et al., 1997; Saraste y Pulkki, 2000).
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Figura 5. Morfologia de la apoptosis y necrosis. Tomada de Elena (2002).
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha observado que ciertas plantas o0 sus componentes confieren efectos
protectores o moduladores contra el dafio al ADN. La soya es una planta a la que
se le han conferido propiedades benéficas para la salud humana, ya que posee
un alto contenido en proteinas y componentes antioxidantes como las isoflavonas,
particularmente la genisteina. En contraparte, se ha propuesto que la
genotoxicidad de los compuestos de Cr(VI) es debido al EOx generado durante
su reduccion a Cr(lll). De ahi que surge la pregunta:

¢Los ExPS y la genisteina pueden disminuir el dafio genotdxico y citotoxico

inducido por compuestos de Cr(VI) como lo es el CrOs?.

Il HIPOTESIS

Si la soya contiene ExPS e isoflavonas como la genisteina que presentan actividad
antioxidante y el Cr(VI) puede inducir dafio genotdxico mediante el EOx generado
durante su reduccion intracelular a Cr(lll), entonces se espera que la
administracion de los EXPS vy la genisteina en ratones Hsd:ICR, disminuyan el
dafio genotdxico y citotdxico inducido por el CrOs mediante la reduccién de los
promedios de MN, de las células no viables, asi como del incremento de la

apoptosis y mantenimiento de la relacién EPC/ENC.
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V. OBJETIVOS

4.1 General
Estudiar el efecto de la genisteina y de los ExPS sobre el dafio genotoxico y

citotéxico inducidos por CrOs en sangre periférica de ratones Hsd:ICR.

4.2 Particulares
a) Establecer las dosis no genotdxicas ni citotoxicas de los ExPS y de la

genisteina en sangre periférica de ratones hembra y macho.

b) Evaluar la cinética de induccion de MN en EPC de sangre periférica
después de la administracién de los ExPS, genisteina y CrOs en ratones
hembra y macho, mediante la cuantificacion MN cada 24 h durante 72 h en
ratones Hsd:ICR.

c) Evaluar el efecto de los tratamientos con los ExPS y de la genisteina sobre

el dafio genotoxico inducido por CrOs, por medio del analisis de MN.

d) Evaluar el efecto de los EXPS y de la genisteina sobre la apoptosis en
sangre periférica de ratones previamente tratados con CrOs empleando la

técnica de tincién diferencial con NA/BrEt.

e) Evaluar el efecto de los ExPS y de la genisteina sobre el dafio citotoxico
inducido por el CrOs, mediante la evaluacion de la frecuencia de EPC con
relacion a los ENC y de la viabilidad celular en sangre periférica de ratones

hembra y macho.
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V. MATERIAL Y METODO

5.1 Animales

Se emplearon ratones hembra y macho 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 desarroll6 un pie de cria en el bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM. A los ratones se les permitié
el libre acceso al agua y alimento (nutricubos, Purina®), se mantuvieron bajo
condiciones estériles a una temperatura de 22 °C (+ 3 °C) y periodos de 12 horas
luz/oscuridad. EI Comité de Bioética de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM, aprobd los protocolos experimentales utilizados en este estudio
(numero de registro FESZ/DEPI/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 Aldrich Chemicals
Co. (St. Louis, MO, USA). Se utilizaron los colorantes Naranja de Acridina (NA)
[CAS No. 10127-02-3] y Bromuro de Etidio (BrEt) [CAS No. 1239-45-8]. Para los
tratamientos se requirié agua destilada estéril y aceite de maiz [CAS No. 8001-30-
7], CrOs3 [CAS No. 1333-82-0], genisteina [CAS No. 446-72-0] y ExPS [s/CAS].

5.3 Tratamientos
Las soluciones de CrOsy de los EXPS se prepararon con agua destilada estéril,

mientras que la genisteina se disolvio en aceite de maiz. La administracion de los

13



EXPS y de la genisteina se realizd por via intragastrica (i.g.), mientras que CrOs
por via intraperitoneal (i.p.), en un volumen aproximado de 0.25 mL (Figura 10).
Se emplearon grupos de hembras y de machos en cada tratamiento conformados
al azar por cinco ratones que fueron tratados de acuerdo con los protocolos 1
(Figura 6) y 2 (Figura 7).

5.4 Establecimiento de las dosis

La dosis del CrOs fue establecida de acuerdo a investigaciones previas, en donde
el compuesto induce dafio genotdxico, sin causar la muerte de los organismos
(Garcia-Rodriguez et al., 2001; O’Brien et al., 2003; Garcia-Rodriguez et al.,
2014).

La dosis inicial empleada para los ExPS fue de 60 mg/Kg tanto para hembras
como para machos, ya que esta dosis ademas de no inducir dafio genotoxico ni
citotoxico también tiene un efecto protector frente al dolor nociceptivo térmico en
ratas ovariectomizadas (Angeles-Palacios, 2011).

En cuanto a la dosis empleada para la genisteina tanto para hembras como para
machos, fue de 15 mg/Kg que es la dosis que no ha mostrado efectos en la
respuesta inmune en ratones (Guo, 2001).
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Prorocolo 1

L Grupe tastigo
wahlculo

{2gua potabis]
{e.25 mL)

II. Grupo de los EXPS
(40 mgiEg)

IIL Grups Cro,
(20 mgikg)

IV, Grups sxparimentsl
ExPS-Criy

(40-20 mgkg)

' Administracion de ' Administracion # Toma de v Toma de muestra para

los tratamientos del Cry muestra para MN apoptosis y viabilidad
celular

Figura 6. Protocolo para la administracion de los tratamientos: los ExPS via i.g. (40 mg/Kg) y CrOzvia
i.p. (20 mg/Kg); testigo: tratado Ginicamente con agua potable por via i.g. y la combinacién de los
tratamientos EXPS-CrOs en ratones hembra y macho; toma de muestras para MN, apoptosis y viabilidad
celular. La administracién de los ExPS se realiz6 4 horas antes que el CrOs.
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Protocolo 2

IV. Grupo Croky
(20 mgiKg)

W. Grupo sxperimantal
genlztelnz-Croy
(1520 mg¥g)

" Administracion de t Administracion .T-nma der v Toma de muesira para
los tratamientos del Crs muestra para MM apoptosis y viabilidad
celular

Figura 7. Protocolo para la administracion de los tratamientos: genisteina via i.g. (15 mg/Kg) y CrOzvia
i.p. (20 mg/Kg); testigos: tratados Gnicamente con agua potable y aceite de maiz por via i.g. y la
combinacion de los tratamientos genisteina-CrOs en ratones hembra y macho; toma de muestras para
MN, apoptosis y viabilidad celular. La administracion de la genisteina se realiz6 4 horas antes que el
CrQOs.
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5.5 Ensayo de MN 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
administracion de los tratamientos. La sangre se colocd sobre laminillas
previamente tratadas con NA. Para la evaluacién se empled un microscopio de
fluorescencia (OLYMPUS CX31RBSFA) con una luz de excitacion azul (480 nm)
y un filtro de barrera amarillo (515 nm) (Figura 10). La tincién 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 8). Para el andlisis del dafio genotéxico se cuantificaron
los EPC-MN que habia en 4,000 EPC por ratén; para la evaluacion de dafio

citotoxico se contaron los EPC presentes en 2,000 eritrocitos totales (EPC+ENC).

Figura 8. Evaluacion de MN en eritrocitos de sangre periférica teflidos con NA.
Tomada de Hayashi et al. (1990).
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5.6 Evaluacién 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/BrEt establecida por McGahon et al. (1995), con modificaciones
de Garcia-Rodriguez et al. (2013). Por cada raton se obtuvo aproximadamente
25 pL de sangre de la vena caudal, las muestras se centrifugaron durante 5
minutos a 5,000 rpm para posteriormente tefiir el boton celular con una solucién
de NA/BrEt (1:1). La evaluacion de células se realiz6 inmediatamente bajo un
microscopio de fluorescencia (OLYMPUS CX31RBSFA) con una luz de excitacion
azul (480 nm) y un filtro de barrera amarillo (515 nm) (Figura 10). Se procurd no
exponer las laminillas a la luz y realizar la técnica lo mas rapido posible para evitar
la muerte celular y la degradacion de los fluorocromos.

El NA se intercala en el ADN dandole una coloracion verde, mientras que el BrEt
sé6lo ingresa en las células no viables en donde se ha comprometido la membrana,
éste se intercala en el ADN tifiéndolo de color rojo (el BrEt sobrepasa al NA). De
esta manera las células vivas con membranas intactas tendrén un color verde
uniforme en sus nucleos. Las células apoptéticas 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 apoptética el BrEt puede ingresar en la célula y tefiirla.
Las células apoptéticas 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 raton, entre las que se
cuantifico el numero de células sanas, apoptoéticas y necroticas. Para el analisis
de viabilidad celular, se consideraron células viables a las tefiidas de color verde

y células no viables a las tefiidas de color rojo (Figura 9).
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Figura 9. Leucocitos de sangre periférica de ratdn tefiidas con NA/BrEt. Se observan células viables
(sanas y apoptéticas tempranas) y células no viables(apoptdticas tardias y necroéticas) (vistas a 400x).
1) células sanas; I1) apoptédticas tempranas; 111) apoptoéticas tardias; 1V) necroticas.
Tomada de Garcia-Rodriguez et al. (2016).

5.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de MN y de la relacion EPC/ENC se presentan como media
+ desviacion estandar y se les aplicé un analisis de varianzas (ANDEVA) seguido
de una prueba Tukey o Dunnett de acuerdo con la homogeneidad de varianzas. A
los MN se les calculé la frecuencia neta de induccién de MN (NIF por sus siglas
en inglés), estos datos, asi como las frecuencias de apoptosis y viabilidad celular
se les analiz6 mediante una prueba de chi-cuadrada (x?). 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

gue presentaran una p<0.05 (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2001).
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Figura 10. Evaluacién del dafio genotoxico y citotdxico: a) ratones Hsd:ICR; b) administracion por via
i.g. e i.p.; ¢) obtencion de muestras; d) preparacion de laminillas para MN; e) preparacion de laminillas
para apoptosis y viabilidad celular; f) observacion bajo el microscopio de fluorescencia.
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VI. RESULTADOS

6.1 Dosis de los ExPS

Se probaron diferentes dosis de los ExPS tanto en hembras como en machos para
establecer la que se emplearia en el estudio. En los anexos (1 al 8) se muestran
los resultados de MN, apoptosis y viabilidad celular. Se observa que la dosis de
60 mg/Kg incremento6 los MN a la hora 48, en comparacion con el grupo testigo
(Anexo 1 y 5). También se observa que incrementd el porcentaje de células
apoptoticas (Anexo 3y 7, inciso A) con respecto al grupo testigo. Sin embargo,
con la dosis de 40 mg/Kg no se incrementaron los MN, por el contrario, se
disminuyeron levemente con respecto al grupo testigo (Anexo 2 y 6). En cuanto a
la apoptosis se observan ligeras modificaciones que resultaran significativas en
comparacion con el grupo testigo (Anexo 3y 7, inciso B). En cuanto a la viabilidad
celular no se observaron cambios significativos. Con base en estos resultados se

empled la dosis de 40 mg/Kg.

6.2 Efecto de los ExPS sobre el dafio genotéxico

6.2.1 Micronucleos

Q En la Tabla 1 se muestran los promedios de los MN evaluados en eritrocitos de
sangre periférica de las 0 a las 72 horas en ratones hembra tratados con los ExPS,
el CrOs y los ExXPS-CrOs. Se observa que la administracion sola de los ExPS no
incrementd los promedios de MN al compararse con el grupo testigo y con su
propia hora 0, por el contrario, los disminuye al compararlo con el grupo testigo.
El tratamiento del CrOsincrementé significativamente los promedios de MN con
su propia hora 0 y a la hora 48 (alrededor de 2 MN) al compararse con el grupo
testigo. Cuando se administraron los ExXPS previo al tratamiento del CrOs se
observa una disminucién en los promedios de MN en todas las horas evaluadas
en comparacion con el grupo tratado solo con CrOgs, lo cual fue significativo a la
hora 48.
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Tabla 1. Promedios de microntcleos en ratones hembra tratados con los ExPS, el CrOsy los EXPS-CrOs.

0 5 04+0.1
24 5 0.5+0.2
48 5 0.6+0.2
72 5 0.6+0.2
0 5 0.2+0.1
24 5 0.2+0.1
48 5 04+0.1
72 5 04+0.1
0 5 0.2+0.1
24 5 0.7+0.2
48 5 2.1+0.43bc¢
72 5 0.8+0.2°b
0 5 0.1+0.1
24 5 04+0.1
40-20

48 5 0.8+0.4 ¢
72 5 0.4+0.2

2 p < 0.05 vs testigo hora 48; : p < 0.05 vs CrOzhora 0; ®: p < 0.05 vs ExPS-CrOshora 48;
d: p <0.05 vs ExPS-CrOz hora 0.

Debido a la variabilidad que se observo a la hora 0 en las frecuencias de MN
basales de los diferentes tratamientos se realizé el calculo de la NIF, este célculo
parte de la premisa de que la induccion de MN a la hora 0 de cada grupo es su
propio testigo, por lo que se restaron los MN evaluados a la hora 0 a los valores
evaluados en las siguientes horas (Garcia-Rodriguez et al. 2001). Este calculo se

realiz6 mediante la siguiente formula:
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NIF= MNaXi-MNaXo
Dénde:
a= grupo

Xi= tiempo de evaluacién

Xo= tiempo 0

En la Figura 11 se muestra el andlisis de la NIF por tiempo y por grupo, calculado
para 1,000 EPC. La administracion de los ExPS y el CrOs corrobora lo descrito en
el Cuadro 1. Cuando se administraron los ExXPS previo a el CrOz se present6 una
disminucién de MN del 63% a la hora 48, al compararlo con el grupo tratado solo

con CrQOs.
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Figura 11. Andlisis de NIF calculada por grupo de hembras en los diferentes tiempos evaluados:

A) 24,B) 48y C) 72.

a: p < 0.05 vs testigo; °: p < 0.05 vs EXPS-CrOs,

dlEn la Tabla 2 y Figura 12 se muestran los promedios de MN evaluados de las 0 a

las 72 horas. La administracion de los ExPS y el CrOs fue la misma que la

observada en el grupo de las hembras. Al administrar los ExPS previo a los

tratamientos de CrOs se observa una disminucion de los MN del 81% en la hora

48 (Figura 12).

24



Efectos de la genisteina y de los ExPS sobre el dafio genotdxico inducido por el triéxido de cromo

Tabla 2. Promedios de MN en ratones macho tratados con los ExPS, el CrOsy los ExPS-CrO:s.

0 5 0.2+0.2
24 5 0.5+0.2
48 5 0.6+0.1
72 5 0.5+0.2
0 5 0.3+0.2
24 5 0.5+0.2
40
48 5 0.6 +0.3
72 5 0.4+0.2
0 5 0.3+0.2
20 24 5 0.6 £0.2
48 5 2.3+0.52abc
72 5 0.8+0.2
0 5 0.1+0.1
24 5 0.4+0.1
40-2
0-20 48 5 0.5+0.2
72 5 0.3+0.2

2 p < 0.05 vs testigo hora 48; : p < 0.05 vs CrOshora 0; ¢ p < 0.05 vs ExPS-CrOshora 48.
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Figura 12. Analisis de NIF calculada por grupo de machos en los diferentes tiempos evaluados:
A) 24,B) 48 y C) 72. 2: p < 0.05 vs testigo; ®: p < 0.05 vs EXPS-CrOs.

Con la finalidad de descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones

durante el experimento se calculé la Frecuencia Diferencial de Induccion de MN

(DIF por sus siglas en inglés). Este analisis consiste en restar los valores de MN

observados en todas las horas de evaluacion del grupo testigo a sus

correspondientes horas de los diferentes tratamientos, con lo cual resultan

Gnicamente los MN inducidos por los tratamientos. Este calculo se realizd

mediante la siguiente formula:
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DIF= MNa Xi - MNt Xi
Dénde:
a= grupo

Xi= tiempo de evaluacién

t= Grupo testigo

9 En la Figura 13 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar

el andlisis del DIF por tiempo y por grupo de hembras calculado en 20,000 EPC.

El grupo tratado con los EXPS no modificé los promedios de MN, mientras que el

CrOs incremento los promedios de MN de manera significativa en la hora 48y 72,

respecto con su propia hora 0. Sin embargo, cuando se administraron los ExPS

previo del CrOs se disminuyeron los MN con respecto al grupo tratado solo con

CrOa.

a0
45
40
35
30
25
20
15
10

-5
-10

Frecuencia de MN /20,000 EPC

Hembras
el P 5

CrO3

ab el PS-Cr03

—_— "
—

Figura 13. Analisis del DIF de MN calculado por tiempo y por grupo de hembras en 20,000 EPC.

p < 0.05 vs CrOs hora 0.
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dl En la Figura 14 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar
el andlisis del DIF en machos, como se puede observar el manejo de los animales
no presenta efectos sobre los MN evaluados, ya que el grupo tratado con los EXPS
tiende a disminuir los MN basales, de la misma manera que el grupo tratado con
los EXPS previo al tratamiento con CrOs. Por el contrario, el grupo tratado con
CrOsincremento significativamente los MN a partir de la hora 48. El tratamiento
de los ExPS, CrOs y los ExPS-CrOs, tienen un comportamiento similar a lo

observado en la NIF.

Machos

50 - gl P S
S a5 =03
L |
a EXPS-CrO3
o
(]
o
z
=
B
g
e
% horas
[
L

[\ rbbt D?J '{L

Figura 14. Anélisis del DIF de MN calculado por tiempo y por grupo de machos en 20,000 EPC.
4 < 0.05 vs CrOs hora 0; ® p < 0.05 vs ExPS-CrOs hora 48.
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6.2.2 Apoptosis
QEn las Figuras 15 y 16 se muestran las evaluaciones de apoptosis en hembras
cuando se administraron los tratamientos de los ExPS, CrOs y los ExPS-CrOs
evaluados en la hora 48. Se observa que el tratamiento con los EXPS no modifica
las células apoptoticas; sin embargo, la administracion con el CrOs incremento
significativamente los promedios de células apoptoticas con respecto al grupo
testigo. No obstante, cuando se administraron los ExPS previo al tratamiento con
CrOs se disminuyeron las células apoptoticas en comparacion con la
administracion sola con CrOs. No se observaron modificaciones con ningun

tratamiento en el promedio de células necroéticas.

2s - Testigo
a,b po

2 20 E exrs
= — C'03
S 1s

1
a ] ExPS-CrO,
-
2 10
=
©
E
E 5 —_
o

0 T

Apoptoticas
Figura 15. Analisis del promedio de células apoptéticas en hembras tratadas con ExPS, CrOsy
ExPS-CrOs. 2: p < 0.05 vs testigo; °: p < 0.05 vs EXPS-CrOs.
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Necroticas

Figura 16. Analisis del promedio de células necréticas en hembras tratadas con
los ExPS, CrO3 y ExPS-CrO:s.
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d' Al realizar el andlisis de apoptosis en machos (Figuras 17 y 18). La administracion
de los tratamientos con los ExPS y el CrOszincrementaron las células apoptoticas
respecto al testigo; sin embargo, al administrar los ExPS previo al tratamiento con
CrOs se disminuyeron las células apoptoéticas con respecto al tratamiento con
CrOs. No se observaron modificaciones con ningun tratamiento en el promedio de

células necroticas.

25+ ab Bl Testigo
] Bl ExPS
20 4
- CFD]
154 Bl ExPS.CrO;
10T a

Promeaedio de células

Apoptoticas

Figura 17. Analisis del promedio de células apoptdticas en machos tratados con ExPS, CrOsy
ExPS-CrOs. 2: p < 0.05 vs testigo; ®: p < 0.05 vs EXPS-CrOs,

20

B Testigo

“ Bl ExPs
n
E 1.5 Bl CrO;
L
3 Bl ExPS-CrO,
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© 1.0
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Necroticas

Figura 18. Analisis del promedio de células necrdticas en machos tratados con
los EXPS, CrOsz y ExPS-CrOs.
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6.3 Efecto de los ExPS sobre el dafo citotéxico

6.3.1 Relacion EPC/ENC
QEn la Tabla 3 se observa la relacion EPC/ENC en 1,000 eritrocitos totales,
evaluados de las 0 a las 72 horas en hembras. Se observa que no hay diferencias

significativas en ninguno de los tratamientos.

Tabla 3. Promedios de los EPC en ratones hembra tratados con los ExXPS, CrOs y ExPS-CrQOa.

0 5 65.2+7.2
24 5 61.4+9.8
48 5 60.5+ 7.6
72 5 69.8+12.8
0 5 52.7+16.9
24 5 53.2+114
48 5 51.4+11.7
72 5 65.6 + 8.0
0 5 65.6 + 10.6
24 5 64.2+5.8
48 5 63.0+12.1
72 5 61.8 +13.2
0 5 53.1+4.7
24 5 52.8+5.2
48 5 53.7+4.5
72 5 55.5+5.9
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dlLa relacion EPC/ENC en machos (Tabla 4) se observa que las administraciones
con el grupo testigo y con CrOs incrementaron los promedios de EPC al
compararlos con su propia hora 0. Ninguno de los demas grupos presento

diferencias significativas.

Debido a que la relacion EPC/ENC es muy variable para todos los grupos, se
realizé la prueba de viabilidad celular empleando la técnica de tincion diferencial
de NA/BrEt, modificada por Garcia-Rodriguez et al., 2013.

Tabla 4. Promedios de los EPC en ratones macho tratados con los ExPS, CrOzy ExPS-CrOa.

0 5 53.4+ 3.7
24 5 59.6 + 13.7
48 5 60.3 + 15.3
72 5 73.8+5.0°2
0 5 70.7 + 8.8
24 5 83.3+4.1
48 5 67.0 +14.1
72 5 72.1+155
0 5 520+ 1.7
24 5 55.5+ 6.1
48 5 82.6+ 6.6
72 5 71.6 + 17.4
0 5 55.9 + 6.6
24 5 70.5 + 14.8
40-2
0-20 48 5 67.0+8.7
72 5 59.4 + 9.9

2 p < 0.05 vs testigo hora 0; °: p < 0.05 vs CrOs hora 0.
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6.3.2 Viabilidad celular
Q En las Figuras 19 y 20 se muestran los promedios de viabilidad celular evaluados
en eritrocitos de sangre periférica a las 48 horas en hembras y machos. Aunque
hay un ligero incremento de células no viables en los grupos con CrOs y ExPS-

CrOs estos no son estadisticamente significativos.

300
! 1 viables

250 -
1 B Mo viables
200 -

1504

100 =

Promedio de células
[*]
{

Figura 19. Promedios de células viables y no viables en ratones hembra tratados con
ExPS, CrOs y EXPS-CrO:s.
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Figura 20. Promedios de células viables y no viables en ratones macho tratados con
EXPS, CrOs y EXPS-CrOs.

6.4 Efecto de la genisteina sobre el dafio genotdxico

6.4.1 Micronucleos
Q En la Tabla 5 se muestran los promedios de MN evaluados de las 0 a las 72 horas
en ratones hembra tratados con genisteina, CrOs y genisteina-CrOs. Se observa
gue la administracion con genisteina no modificé los promedios de MN al
compararse con el testigo/aceite. La administracion del CrOs incremento
significativamente los promedios de MN con su propia hora 0 y a la hora 48
(alrededor de 2 MN) al compararse con el grupo testigo/agua. Cuando se
administr6 la genisteina previo al tratamiento con CrOs se muestra una
disminucion de los promedios de MN en todas las horas evaluadas, siendo total a

la hora 72 al compararlo con el grupo tratado solo con CrOs.

34



Efectos de la genisteina y de los EXPS sobre el dafio genotdxico inducido por el triéxido de cromo

Tabla 5. Promedios de MN en ratones hembra tratados con genisteina, CrOzy genisteina-CrOa.

0 5 02+0.1
24 5 0.3+0.3
48 5 03+0.2
72 5 0.4+0.3
0 5 0.1+0.1
24 5 0.1+0.1
48 5 02+0.2
72 5 02+0.2
0 5 02+0.2
o 24 5 05+0.3
48 5 0.6+0.2
72 5 0.5+0.2
0 5 02+0.1
- 24 5 06+0.2
48 5 21+05abc
72 5 06+0.1¢
0 5 03+0.2
24 5 0.3+0.3
AL 48 5 0.3+0.3
72 5 0.0+0.0

2 p < 0.05 vs testigo/agua hora 48; P: p < 0.05 vs CrOs hora 0;
¢ p <0.05 vs genisteina-CrOshora 48; 4: p < 0.05 vs genisteina-CrOshora 72.

Q En la Figura 21 se muestra el andlisis de la NIF de los MN calculada para 1,000
EPC. La administracion de la genisteina y el CrOz corrobora lo descrito en el
Cuadro 5. La administraron de la genisteina previo del CrOs presentd una
disminucién de MN del 95% a la hora 48, al compararlo con el grupo tratado solo
con CrOs.
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Figura 21. Andlisis de NIF calculado por grupo de hembras en los diferentes tiempos evaluados:
A) 24,B) 48y C) 72. .2 p < 0.05 vs testigo/agua; ®: p <0.05 vs genisteina-CrOs.

d En la Tabla 6 y Figura 22 se muestran los promedios de MN evaluados de las 0 a
las 72 horas. El tratamiento con genisteina no modifica los promedios de MN en
ninguna de las horas evaluadas al compararlos con el grupo testigo/aceite y con
su propia hora 0. En contraparte, el grupo tratado solo con CrOs incremento
significativamente el promedio de MN en la hora 24 y 48, al compararse con su
propia hora cero y con el grupo testigo/agua (alrededor de 2 MN). Al administrar
la genisteina previo al tratamiento del CrOs se observo una disminucién de MN
del 91% a la hora 48.
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Tabla 6. Promedios de MN en ratones macho tratados con genisteina, CrOsy genisteina-CrO:s.

0 5 0.0 0.0
24 5 0.1+0.1
48 5 0.3+0.1
72 5 0.2+0.1
0 5 0.1+0.1
24 5 0.1+0.1
48 5 0.2+0.2
72 5 0.3+0.1
0 5 0.2+0.1
24 5 0.2+0.2
40
48 5 0.3+0.2
72 5 0.3+0.2
0 5 0.3+0.2
20 24 5 1.3+0.32¢d
48 5 25+03bce
72 5 0.6 £0.1
0 5 0.2+0.2
24 5 0.3+0.3
40-2
0-20 48 5 0.4 +0.3
72 5 0.3+0.2

2 p < 0.05 vs testigo/agua hora 24; °: p < 0.05 vs testigo/agua hora 48;
¢ p <0.05vs CrOshora0; ¢ p <0.05vs genisteina-CrOs hora 24;

€. p <0.05 vs genisteina-CrOs hora 48.

37




Efectos de la genisteina y de los ExPS sobre el dafio genotdxico inducido por el trioxido de cromo

A} hora 24
3.0

2.5

2.0

0.5

olem mm o [ L

o ) &
‘b by

Promedio de MN (1,000 EPC

“ ,;‘u-" o
B:I hora 48 C] hora T2

3.0
3.0 1

254
2.5= E,b 4

- 2.0+
= 2.0+
1%

0.5+
0.5
0.0 i—; - - L_ 0.0- iﬁm
e & L
o 2 -2 %3 o & a8 & e ) [
o o = ° [ w® o o ¢ g
N

Promedio de MN /1,000 EPC
25
L
Promedio de MN /1,000 EPC
=

o
o o B & o @ ol
&= & & & &=
%8 s & < o® o

Figura 22. Analisis de NIF calculada por grupo de machos en los diferentes tiempos evaluados:
A) 24, B) 48 y C) 72. & p < 0.05 vs testigo/agua; ®: p < 0.05 vs genisteina-CrOs.

Con la finalidad de descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones
durante el experimento se calcul6 el DIF en hembras y machos tratados con

genisteina, CrOs y genisteina-CrOs.

Q En la Figura 23 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar
el analisis del DIF calculado en 20,000 EPC en hembras. El tratamiento con
genisteina no modifica las frecuencias de MN mientras que el CrOsincrementa los
MN de manera significativa en la hora 48 contra su propia hora 0. Cuando se

administré la genisteina previo al CrOs se observa una disminucion en las
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frecuencias de MN con respecto al grupo de tratado solo con CrOs, siendo mayor

y significativa en la hora 48.

Hembras
50 gy e rjsteinag
a0 : ab ol CrO3
e cnisieing-CrO3

0 - horas
5 4

N > b A

Frecuencia de MN / 20,000 EPC
=

Figura 23. Andlisis del DIF de MN calculado por tiempo y por grupo de hembras en 20,000 EPC.
2:p < 0.05 vs CrOs hora 0; P: p < 0.05 vs genisteina-CrOs hora 48.

dl El analisis del DIF en machos (Figura 24), en el grupo de genisteina se observa el
mismo comportamiento que en las hembras; sin embargo, en la administracién
con el CrOs se incrementaron los MN en la hora 24 y 48 con respecto a su propia
hora 0; no obstante, cuando se administré la genisteina previo del CrOs se

disminuyeron significativamente las frecuencias de MN a las 24 y 48 horas.
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Figura 24. Andlisis del DIF de MN calculado por tiempo y por grupo de machos en 20,000 EPC.
2:p < 0.05 vs CrOs hora 0; P p < 0.05 vs genisteina-CrOs hora 24;
¢: p < 0.05 vs genisteina-CrOz hora 48.

6.4.2 Apoptosis
QEn las Figuras 25y 26 se muestran los resultados obtenidos al realizar el analisis
de apoptosis en hembras cuando se administraron los tratamientos de genisteina,
CrOs y genisteina-CrOs evaluados en la hora 48. El grupo tratado solo con
genisteina no modificO el promedio de células apoptéticas; mientras que, la
administracion con el CrOsincrementé significativamente el promedio de células
apoptoticas al compararlo con el grupo testigo/agua; sin embargo, cuando se
administro la genisteina previo al tratamiento con CrOs se disminuyeron las células
apoptéticas en comparacién con la administracion sola con CrOs. No se
observaron modificaciones con ningun tratamiento en el promedio de células

necraoticas.
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Figura 25. Andlisis de los promedios de células apoptoticas en hembras tratadas con genisteina, CrOsy
genisteina-CrOs. 2: p < 0.05 vs testigo/agua; °: p < 0.05 vs genisteina-CrOs.
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Figura 26. Analisis de los promedios de células necréticas en hembras tratadas con genisteina, CrOs y
genisteina-CrOa.

d' En la evaluaciéon de apoptosis en machos (Figuras 27 y 28). De manera contraria
a las hembras, la genisteina modificO el promedio de células apoptoticas al
compararlo con su grupo testigo/aceite. La administracion con CrOz increment6 el
promedio de células apoptéticas; sin embargo, con la administracion de la
genisteina previo al tratamiento con CrOs se disminuyeron las células apoptéticas
en comparacion con el tratamiento con CrOs. No se observaron modificaciones

con ningun tratamiento en el promedio de células necroticas.
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Figura 27. Analisis de los promedios de células apoptéticas en machos tratados con
genisteina, CrOz y genisteina-CrOs.
a: p < 0.05 vs testigo/agua; °: p < 0.05 vs genisteina-CrOs; & p < 0.05 vs testigo/aceite.
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Figura 28. Andlisis de los promedios de células necréticas en machos tratados con
genisteina, CrOsy genisteina-CrOs.

6.5 Efecto de la genisteina sobre el dafio citotoxico

6.5.1 Relacion EPC/ENC
QEn la Tabla 7 se observa la relacion EPC/ENC en 1,000 eritrocitos totales,
evaluados de las 0 a las 72 horas en los grupos de hembras. El Gnico tratamiento
qgue disminuye significativamente el promedio de EPC es el CrOs al compararlo

con su propia hora 0 y con el grupo testigo/agua en todas las horas evaluadas.
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Tabla 7. Promedios de MN en ratones hembra tratados con genisteina, CrOzy genisteina-CrOa.

0 5 83.8+10.8
24 5 82.8+15.6
48 5 825+12.0
72 5 78.0+ 18.2
0 5 57.6 +4.6
24 5 60.2 + 14.8
48 5 65.3+ 19.0
72 5 54.7 +6.8
0 5 58.2 +12.9
24 5 60.7 + 12.0
48 5 73.9+9.9
72 5 78.3+9.8
0 5 29.1+6.1
24 5 523+55a
48 5 56.3+10.9°¢
72 5 50.0 +5.7P
0 5 709 +12.3
24 5 59.0+7.3

A0-20 48 5 66.6 + 11.6
72 5 485+ 9.6

2 p < 0.05 vs testigo/agua hora 24; °: p < 0.05 vs testigo/agua hora 72;
¢ p <0.05vs CrOs hora 0.

d La relacion EPC/ENC en machos (Tabla 8), no se observaron modificaciones con
ningun tratamiento en la relacion EPC/ENC; sin embargo, estos datos se deben
de tomar con reserva debido a la variabilidad de los datos. Para corroborar un
posible efecto citotdxico se realizaron evaluaciones de viabilidad celular.

43



Efectos de la genisteina y de los EXPS sobre el dafio genotdxico inducido por el triéxido de cromo

Tabla 8. Promedios de MN en ratones macho tratados con genisteina, CrOs

0 5 49.7 + 4.7
24 5 53.4+4.9
48 5 59.2 + 4.9
72 5 57.4+8.7
0 5 65.5+ 7.9
24 5 65.0+ 9.8
48 5 65.1 + 18.7
72 5 74.4 + 10.1
0 5 65.0 + 16.7
o 24 5 72.8+16.8
48 5 91.9+3.8
72 5 745+ 16.5
0 5 65.8 + 14.0
20 24 5 51.9+ 4.6
48 5 67.6+17.4
72 5 78.9 + 10.7
0 5 69.8 +22.0
24 5 60.4 +9.3
AL 48 5 66.2 + 26.1
72 5 65.7 + 16.3

6.5.2 Viabilidad celular
Q En las Figuras 29 y 30 se observan los promedios de viabilidad celular evaluados
en células nucleadas de sangre periférica a las 48 horas en ratones hembras y
d' machos. Aunque hay un ligero incremento de células no viables en los grupos con
genisteina y CrOs en hembras y en el testigo/aceite, genisteina y genisteina-CrO3
en machos estos no son estadisticamente significativos.
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Figura 29. Promedios de células viables y no viables en ratones hembra tratadas con

con genisteina, CrOsy genisteina-CrOs
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Figura 30. Promedios de células viables y no viables en ratones macho tratados con

con genisteina, CrOzy genisteina-CrOs.
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VIl. DISCUSION

En el presente estudio se evalud el efecto de la genisteina y de los EXPS sobre el
dafo genotoxico y citotoxico inducidos por CrOs en sangre periférica de ratones
Hsd:ICR. Se observo que la administracion de 40 mg/Kg por via i.g., de los EXPS
en hembras y machos no indujo dafio genotoxico, ya que no se incrementaron los
promedios de MN; no obstante, Toden et al., (2007), observé que en ratas macho,
la ingesta de 15 6 25 mg/Kg de proteina de soya durante 4 semanas incrementa
el dafio al ADN en células del colon mediante el ensayo cometa, espesor del moco
colénico y los contenidos fecales se analizaron utilizando cromatografia de gases.
Los ExPS no modifican la relacion EPC/ENC; Si bien la OECD (1997) indica que
al realizar la prueba de MN se determine también la frecuencia de EPC/ENC, este
pardmetro debe tomarse con reserva, debido a que cuando un compuesto causa
muerte celular, pueden activarse también los mecanismos de divisidn celular y por
lo tanto enmascarar el efecto (Krishna et al., 1986; Hayashi et al., 2000). De ahi
que se evalud la viabilidad celular, sin embargo, la administracién de los ExPS
tampoco la maodifican, lo que sugiere que los EXPS no inducen dafio citotdxico.
Sin embargo, los estudios son escasos en cuanto a los efectos de la proteina de
soya sobre el dafio genotéxico y citotoxico.

Cuando se administré 15 mg/Kg de genisteina (principal isoflavona de soya) por
via i.g., no se incrementaron los promedios de MN en hembras ni en machos.
Record et al., (1995) observaron que la administracion in vivo de 20 mg/Kg de
genisteina durante 5 dias por via oral en ratones hembras de la cepa C57BL/6J,
no induce MN, ademas, las concentraciones plasmaticas fueron mucho mayores
(9200 nM) gue la mas alta reportada para humanos que consumen habitualmente
alimentos a base de soya, que fue de 276 nM (Adlercreutz et al., 1993). En otros
estudios in vivo se mostro que la genisteina por via oral con dosis de 10, 50 6 100
mg/Kg administrada diariamente durante una semana disminuye la disfuncion
cognitiva inducida por lipopolisacaridos (LPS) y aumenta la actividad de las
enzimas antioxidantes como el GSH, CAT y SOD (Marahmadi et al., 2018).; sin
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embargo, los efectos de la genisteina son dependientes de la dosis, ya que a
pesar de no presentar efectos genotoxicos en algunos estudios se ha observado
que la genisteina en dosis mayores presenta dafio al ADN. Virgilio et al., (2004)
observaron que la concentracion de 25 UM la genisteina es genotdxica debido a
gue aumenta la frecuencia de MN (3 veces mas que el grupo control) y a 250 uM
actla como un compuesto clastogénico ya que induce fragmentos de
cromosomas, observaron que 50 uM de genisteina no protege contra el dafo
genotoxico inducido por el H202 mediante el ensayo cometa, tampoco la
genisteina presenté capacidad antioxidante. Investigaciones in vitro e in vivo
reportadas para genisteina en cuanto a la genotoxicidad y la carcinogenicidad
humana es limitado y parece insignificante (Munro et al., 2003).

Cuando se analiz6 el efecto de la genisteina sobre la apoptosis, Gnicamente los
machos incrementaron las células apoptéticas. En estudios donde utilizaron lineas
celulares de cancer de pulmon (A549) y de cancer de cuello uterino (HeLa), fueron
tratadas con 0, 15, 30 y 60 uM durante 24 horas, estudiaron el mecanismo del
efecto proapoptotico de la genisteina mediante la interaccion de APE1-p53 vy
observaron gue la genisteina induce apoptosis al incrementar los niveles de p53
a nivel intracelular (Zhu et al., 2005). En estudios realizados por Yoon et al., (2000)
demostraron que 50 uM de genisteina, durante 24 horas, induce apoptosis en
células RPE-J mediante la reduccion del potencial de membrana mitocondrial,
liberacion del citocromo c al citosol, ya que se abre el PTP (poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial), suprime la fragmentacion del ADN, activacién de la
caspasa-3 y condensacion nuclear. Das et al., (2006), reportaron que en la linea
celular SH-SY5Y en células humanas de neuroblastoma maligno (tipo N) con 100
UM de genisteina, durante 24 horas, induce apoptosis mediante la liberacion
mitocondrial del citocromo c y la activacién de la caspasa 3 y 9. Ramos (2007)
indico que las concentraciones en donde la genisteina induce apoptosis son entre
30 y 200 uM/L en diferentes lineas de cancer de mama (Li et al., 1999; Xu y Loo,
2001).
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En contra parte, se corrobora el dafié genotoxico reportado para los compuestos
de Cr(VI) y particularmente para el CrOs, ya que incrementan los promedios de
MN en todas las horas evaluadas (O’'Brien et al., 2003; Henkler et al., 2010;
Garcia-Rodriguez et al., 2001). Sin embargo, se observo que el mayor efecto
sobre la induccion de MN se presento en la hora 48, esto se puede atribuir a que
la mayor distribucién y biotransformacion de este metal se presenta a esta hora
después de su administracion (Heddle et al., 1983; Hayashi et al., 1990). El
mecanismo de dafio genotdxico de los compuestos de Cr(VI), se ha planteado con
base en que éstos tienen la capacidad de ingresar a la célula mediante canales
transportadores de aniones. Dentro de la célula, el Cr(VI) es reducido por
reductantes celulares como GSH, Asc y Cys, a Cr(V), Cr(IV) y Cr(lll); estos
intermediarios son altamente reactivos y participan en la produccion de ERO y RL,
ademas de interaccionar directamente con las bases nitrogenadas y fosfatos del
ADN, ocasionando asi un significativo dafio oxidante al ADN como modificacién
de bases, rupturas, entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas, formacion de
aductos, cambios oxidantes de nucleétidos, MN y AC (Shi et al., 1990; Shi et al.,
1999; Ding y Shi 2002; Wang et al., 2011; Lee et al., 2012). La administracion con
CrOs incremento las células apoptdticas en hembras y en machos. En estudios
previos se observd que la administracion con CrOs incrementa las células
apoptoticas in vivo (Garcia-Rodriguez et al., 2013) e in vitro (Hayashi et al., 2004;
Das et al., 2015). La apoptosis se relaciona con el dafio al ADN, la alteracion de
los estados oxidativos intracelulares tiene el potencial para desencadenar o
sensibilizar una célula a la apoptosis. Por lo que las ERO generadas a partir del
Cr(VIl) durante su reduccion, puede jugar un papel importante en la via de
sefalizacion de apoptosis (Hayashi et al., 2004; Garcia-Rodriguez et al., 2013).
No se observan efectos citotdéxicos con el CrOs, ya que no se modificé la relacion
de EPC/ENC y la viabilidad celular; sin embargo, Xiao et al., (2013) observaron
que el Cr(VI) disminuye la viabilidad con base a dosis-respuesta en linfocitos de
sangre periférica de ratas macho con concentraciones de 25, 50, 100, 200 y 400
MM mediante el ensayo MTT; ademas, mostraron que el Cr(VI) induce dafio
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mitocondrial tomando como biomarcadores a los enlaces cruzados ADN-proteina
y p53 ya que estos se expresan en el desarrollo de canceres inducidos por Cr (VI).
Unicamente se observa dafio citotdxico inducido por el CrOz en hembras del grupo
de la genisteina ya que se disminuye la relacion EPC con respecto a los ENC.
Esto concuerda con los estudios de Rudolf y Cervinka (2006) donde observaron
que el Cr(VI) induce dafio citotdxico en fibroblastos primarios de la piel y Patlolla
et al., (2009) y lo demostraron en células de carcinoma de higado (HepG2).

El tratamiento con los EXPS previo del CrO3 se muestra una proteccion 18% mayor
en machos que en hembras ya que se disminuyen los promedios de MN. En
estudios in vitro se ha mostrado que una dieta a base de proteina de soya
incrementa la apoptosis en células epiteliales de mama, este incremento fue
acompafado por el aumentd en la expresion del gen supresor tumoral PTEN,
ademas de que se observo una pérdida o reduccion de la expresion del gen PTEN
gue esta asociado con cancer de Utero, préstata, pulmén, mama y ovario (Li et al.,
1997; Perren et al., 1999; Kurose et al., 2002; Dave et al., 2005). Cuando se evalu6
la citotoxicidad los ExPS previo al tratamiento con CrOs en hembras y machos no
modificaron la relacion EPC/ENC ni la viabilidad celular; por lo tanto, los EXPS
previo al CrOs no presenta efectos citotoxicos.

La genisteina protege contra el dafio genotéxico del CrOs debido a que se
disminuyen los promedios de MN. Pugalendhi et al., (2009) administraron 20
mg/Kg de genisteina por via oral durante 5 dias a ratas hembras Wistar y
demostraron el potente efecto antigenotoxico de la genisteina contra la
genotoxicidad inducida por el carcinogeno 7,12-dimetilbencenol[alantraceno
(DMBA), el cual se ha descrito que causa dafio oxidativo al ADN, proteinas y
lipidos (Ray y Husain, 2002), induce genotéxicidad en médula ésea de ratas
(Chidambaram y Baradarajan, 1996), también Pugalendhi et al., (2009) mostraron
que la genisteina disminuye las frecuencias de MN, las anomalias cromosémicas,
suprime la produccion de ERO generadas durante la activacion metabdlica de
DMBA y aumenta el mecanismo de defensa antioxidante contra DMBA. En

estudios epidemioldgicos han demostrado que el consumo de isoflavonas de soya
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se asocia con menor riesgo de desarrollar cancer de mama (Valladares et al.,
2012). Steiner et al., (2007) utilizaron lineas celulares de mama MCF-10A (no
neoplasicas) y MCF-7 (neoplasicas) donde observaron que la genisteina en MCF-
10A bloquea la expresion de cancer de mama a través de Glutation S-Transferasa
(GST); ademas, reduce las lesiones genotoéxicas de carcinégenos 4-HNE y BPDE.
Fahad et al., (2015) observaron que dosis de 25, 50 6 100 mg/mL de genisteina
ad libitum durante 21 dias en ratas macho albinas suizas protege contra la
hepatotoxicidad inducida por N-nitrosodimetilamina (NDEA), debido a que
disminuy6 la actividad enzimatica de glutAmico transaminasa oxaloacética
(SGOT), transaminasa glutdmico piravica sérica (SGPT), fosfatasa alcalina (ALP)
y lactato deshidrogenasa (LDH) en suero sanguineo, estas enzimas funcionan
como marcador de dafio hepatico. Se ha sugerido que NDEA causa estrés
oxidativo generando ERO (Bansal et al., 2000); por lo tanto, al administrar la
genisteina previo a NDEA se observa una disminucion en la peroxidacioén lipidica
y el contenido de proteina carbonilo, lo que confirma el efecto antioxidante de la
genisteina (Patel et al., 2001; Zhang et al., 2003). Ademas, en este mismo estudio
los resultados de ensayo cometa en hepatocitos mostré la disminucién de la
longitud de la cola en los cometas y en secciones histolégicas de higado con lo
cual se demostro el efecto protector de la genisteina (Fahad et al., 2015).

Sin embargo, cuando se administra la genisteina previo del CrOs se disminuyen
las células apoptéticas al compararse con el grupo tratado con CrOs en hembras
y machos. Estudios en linfocitos humanos de sangre periférica, con concentracion
de 100 puM de genisteina, protege a las células normales contra el dafio al ADN
inducido por agentes citotoxicos como el Cisplatino y la Mitomicina-C, la
genisteina ejerce su actividad al disminuir la expresién de Caspasa-3. Por lo tanto,
el potencial antiapoptético de la genisteina tiene una funciéon quimioprotectora en
células normales durante el tratamiento de cancer (Subbiah y Raghunathan,
2008). La administracion de la genisteina previo al tratamiento con CrOs, no
modifico la relacion EPC con respecto a los ENC y la viabilidad celular. Sin
embargo, Virgilio et al.,(2004) observaron que 75 pM de genisteina disminuye la
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viabilidad celular mediante el ensayo de MTT, en la linea celular V79. Das et al.,
(2006) observaron que 100 pM de genisteina durante 24 horas disminuye la
viabilidad celular mediante la prueba de exclusién con colorante azul tripan. Otros
estudios demostraron que la genisteina disminuye la viabilidad celular a través del
aumento en la expresion de la caspasa-3, induccion de apoptosis y necrosis, en
lineas celulares de cancer de prostata (LNCaP y DU145), con concentraciones de
10, 20, 30, 40, 50 y 70 uM/L, durante 24 6 48 horas.

Por otro lado, se puede observar que la misma administracion en hembras y
machos tiene diferentes resultados ya que se observé una mayor proteccion en
los machos tratados con los ExPS, estas diferencias se pueden explicar con base
a las diferencias hormonales entre los dos sexos, y los efectos que estas
hormonas tienen en los procesos de absorcién, distribucion, biotransformacion y
excrecion, especialmente la presencia o ausencia de testosterona o estrégeno
(Becerro, 2008). Los niveles de estrogenos en los machos son menores que en
las hembras, se ha propuesto que los estrogenos protegen contra el EOx, ademas,
lo disminuyen y mejoran los niveles y actividad de algunos antioxidantes como
SOD y GPx (Vifia et al., 2004; Sanchez et al., 2013).
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VIIl.  CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

a)

b)

d)

f)

Se corrobor6 el dafio genotoxico y citotoxico de 20 mg/Kg del CrOs, en
hembras y machos, ya que se incrementaron los promedios de MN vy las

células apoptadticas.

La administracion de los ExPS (60 6 40 mg/Kg) y de la genisteina (15
mg/Kg) no inducen dafio genotdxico en ratones hembra y macho, ya que

no incrementan los promedios de MN.

La administracion de los ExPS (40 mg/Kg) y de la genisteina (15 mg/Kg)

incrementan las células apoptoticas Unicamente en machos.

La administracion de los EXPS (40 mg/Kg) y de la genisteina (15 mg/Kg)
disminuyen el dafio genotodxico inducido por el CrOs, ya que se reducen los
promedios de MN.

La reduccion del dafio genotdxico del CrOs es mas significativo con el
tratamiento de EXPS en machos.

El hecho de no observar un incremento de células apoptoticas cuando se
administraron los ExPS y la genisteina previo al tratamiento con CrOgs, sino
por el contrario se redujeron, sugiere que la disminucion de MN no esta

mediada por la activacion de la apoptosis.
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X. ANEXOS
ANEXO 1
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Gréfico de caja con bigote en donde se representan y comparan las distribuciones de los MN evaluados
en 20,000 EPC cuando se administré 60 mg/Kg de los ExPS, en ratones hembra. A) Distribucién de MN
a la hora 0; B) Distribucién de MN a la hora 24; C) Distribucion de MN a la hora 48; D) Distribucién de
MN a la hora 72.
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Gréfico de caja con bigote en donde se representan y comparan las distribuciones de los MN evaluados
en 20,000 EPC cuando se administro 40 mg/Kg de los ExPS, en ratones hembra. A) Distribucion de MN
a la hora 0; B) Distribucion de MN a la hora 24; C) Distribucion de MN a la hora 48; D) Distribucion de
MN a la hora 72.
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ANEXO 3
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A) Analisis del porcentaje de las células sanas, apoptdticas (tempranas y tardias) y necroticas, evaluadas
en células nucleadas de sangre periférica en ratones hembra tratados con 60 mg/Kg de los ExPS. 2 p < vs
Testigo/Agua.

B) Analisis del porcentaje de las células sanas, apoptéticas (tempranas y tardias) y necréticas, evaluadas
en células nucleadas de sangre periférica en ratones hembra tratados con 40 mg/Kg de los ExPS.
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ANEXO 4

a)

300
1 viables

Bl No viables

250
200
150
100
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Promedio de células

b)

300
1 viables

B No viables

250
200
150
100
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Promedio de células

a) Porcentaje de células viables y no viables, evaluadas en sangre periférica de ratones hembra tratados
con 60 mg/Kg de los ExPS.
b) Porcentaje de células viables y no viables, evaluadas en sangre periférica de ratones hembra tratados
con 40 mg/Kg de los ExPS.
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Grafico de caja con bigote en donde se representan y comparan las distribuciones de los MN evaluados
en 20,000 EPC cuando se administré 60 mg/Kg de los ExPS, en ratones macho. A) Distribucion de MN a
la hora 0; B) Distribucion de MN a la hora 24; C) Distribucion de MN a la hora 48; D) Distribucién de
MN a la hora 72.
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Gréfico de caja con bigote en donde se representan y comparan las distribuciones de los MN evaluados
en 20 000 EPC cuando se administré 40 mg/Kg de los ExPS, en ratones macho. A) Distribucion de MN a
la hora 0; B) Distribucién de MN a la hora 24; C) Distribucion de MN a la hora 48; D) Distribucion de
MN a la hora 72.
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ANEXO 7
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A) Andlisis del porcentaje de las células sanas, apoptéticas (tempranas y tardias) y necroticas, evaluadas
en células nucleadas de sangre periférica en ratones macho tratados con 60 mg/Kg de los EXPS. 2: p <vs
Testigo/Agua.
B) Analisis del porcentaje de las células sanas, apoptéticas (tempranas y tardias) y necréticas, evaluadas
en células nucleadas de sangre periférica en ratones macho tratados con 40 mg/Kg de los EXPS.2: p <vs
Testigo/Agua.
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a) Porcentaje de células viables y no viables, evaluadas en sangre periférica de ratones macho tratados
con 60 mg/Kg de los ExPS.
b) Porcentaje de células viables y no viables, evaluadas en sangre periférica de ratones macho tratados
con 40 mg/Kg de los ExPS.
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ANEXO 9

Este trabajo se presentd de manera parcial o total en los siguientes eventos

académicos:

Evento: XX Foro de Investigacién Escolar en Biologia.
Titulo de la ponencia: EVALUACION GENOTOXICA DE LA
ADMINISTRACION DE COMPUESTOS QUINOLINICOS, EXTRACTOS
DE SOYA Y VITAMINAS (C Y E) EN SANGRE PERIFERICA DE
RATONES DE LA CEPA HSD:ICR.
Autores: Lépez-Ramirez Griselda, Parra-Aguilar Thelma Jaqueline,
Valle-Castillo Gabriela Abigail, Hernandez-Luis Francisco, y Garcia-
Rodriguez Maria del Carmen.
Organizador: Carrera de Biologia de la Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM.
Lugar y Fecha: Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,lztapalapa.
México, Ciudad de México.Del 9 al 11 de agosto de 2017.

Evento: XXIl Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud.
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DE SOYA Y VITAMINAS(C Y E) EN SANGRE PERIFERICA DE
RATONES DE LA CEPA HSD:ICR.
Autores:Lépez-Ramirez Griselda, Parra Aguilar Thelma Jacqueline, Valle
Castillo Gabriela Abigail, Hernandez-Luis Francisco, Lopez-Sanchez
Marcela Alejandra y Garcia-Rodriguez Maria del Carmen.
Organizador: Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud. UAM
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Ciudad de México. Del 18 al 22 de septiembre de 2017.
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ADMINISTRACION DE LA SOYA (GLYCINE MAX) Y DE LA (+)-
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CROMO HEXAVALENTE.
Autores: Valle-Castillo GA, Nicolas-Méndez T, Garcia-Rodriguez MC.
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Autonoma de Campeche.
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Resumen

Introduccion

El estilo de vida se ha asociado con el desarrollo o protecciéon 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 consistio 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
microntcleos (MN) de acuerdo con Hayashi et al. (1990)™,

Resultados

Se observé que la administracion de los tres compuestos no modifican las frecuencias de MN en comparacion con los grupos testigo. Se
empled 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 relaciéon de los eritrocitos policromaticos y normocrématicos 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 proteccion 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, microntcleos, apoptosis.
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Autores: Lopez-Ramirez Griselda?, Parra Aguilar Thelma Jacqueline!, Valle Castillo Gabriela Abigail*

Hernandez-Luis Francisco?, Lopez-Sanchez Marcela Alejandra? y Garcia-Rodriguez Maria del Carmen*”

1Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM. CDMX, México,
’Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica. UNAM, CDMX, México.

*carmen.garcia@unam.mx

Los seres vivos estan expuestos a una gran variedad de contaminantes ambientales asociados al desarrollo
de enfermedades relacionadas con el dafio al ADN. En contra parte, se ha observado que tanto las Vitaminas
C y E, como los extractos de soya presentan un alto contenido de antioxidantes que podrian contrarrestar
dicho dafio. En la Facultad de Quimica de la UNAM se han sintetizado nuevos compuestos quinolinicos con
la finalidad de potenciar sus efectos terapéuticos mediante la adicion de grupos hidroxilo y metoxilo; que de
igual manera podrian modular el dafio al ADN. Por lo tanto, el objetivo del estudio fue evaluar la actividad
genotoxica de compuestos quinolinicos, extractos de soya y vitaminas (C y E) en sangre periférica de ratones
de la cepa Hsd:ICR El presente trabajo consistié en la evaluacién 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 genotoxicas se realizaron mediante el ensayo de
microntcleos (MN) de acuerdo con Hayashi et al. (1990)Y. La administracion de compuestos de soya y
vitaminas (C y E) disminuyen significativamente las frecuencias de MN en comparacion con sus testigos. Por
otra parte, el tratamiento con la TAQ-MLB13 aumenta significativamente las frecuencias de MN, sin embargo,
de acuerdo con la FDA, este incremento no determina genotoxicidad. Se empled un grupo testigo positivo al
que se le administraron 20 mg/kg de CrOs, el cual mostrd un incremento significativo de MN. Al evaluar la
relacion de los eritrocitos policromaticos y normocromaticos no se observaron efectos significativos en
ninguno de los grupos estudiados con excepcion del testigo positivo. El efecto observado por los compuestos
de soya y las vitaminas pudo deberse gracias a sus estructuras moleculares capaces de neutralizar el estrés
oxidante celular, disminuyendo a su vez el dafio directo al ADN. Mientras que el efecto que presento la
administracion de la TAQ-MLB13, sugiere un efecto sinérgico con su vehiculo DMSO. Estos resultados
generan grandes expectativas sobre el uso de estos nuevos compuestos en tratamientos terapeuticos, asi
como en su posible uso en la proteccion del dafio al ADN.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216 y por CB-SEP-CONACyYT 220664.
[1] Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245-249.
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ESTUDIO IN VIVO DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LA SOYA (GLYCINE
MAX) Y DE LA (+)-CATEQUINA SOBRE EL DANO GENOTOXICO INDUCIDO POR
CROMO HEXAVALENTE

Valle-Castillo GA, Nicolas-Méndez T, Garcia-Rodriguez MC*

Laboratorio de Antimutagénesis Anticarcinogénesis y Antiteratogénesis, Unidad de Investigacion en
Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, 09230,
Batalla 5 de Mayo S/N, Iztapalapa, Ejercito de Oriente, Ciudad de México, CDMX.

*carmen.garcia@unam.mx

Algunas sustancias antioxidantes han sido asociadas con la modulacién y proteccién de algunos
tipos de cancer. Se ha observado que la soya tiene un alto contenido de polifenoles con potencial
antioxidante y particularmente la (+)-catequina es capaz de eliminar radicales libres. En
contraparte, se ha observado que el cromo hexavalente [Cr(VI)] genera estrés oxidante que ha
asociado al dafio genotdxico. En este estudio se evalué el efecto de la proteina de soya y la (+)-
catequina sobre el dafio genotéxico inducido por compuestos de Cr(VI). El dafio genotoxico se
evalu6 mediante el ensayo de MN de acuerdo a Hayashi et al., (1990)* y la apoptosis mediante la
técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al., (2013)2. Grupos de cinco ratones fueron tratados
de la siguiente manera: a) testigo, se les administré Unicamente el vehiculo; b) proteina de soya
(40 mg/Kg); c) (+)-catequina (20 mg/Kg); d) CrOsz (20 mg/kg); e) proteina de soya-CrOs; f) (+)-
catequina-CrOs. Las evaluaciones se realizaron en muestras de sangre periférica a las 0, 24, 48 'y
72 horas. En los grupos tratados solo con la proteina de soya y la (+)-catequina no se observaron
cambios significativos en las frecuencias de MN, células apoptoéticas y viabilidad celular. El
tratamiento con CrOs incrementé las frecuencias de MN y las células apoptéticas, ademés de
disminuir la viabilidad celular. La administracién de la proteina de soya previo al tratamiento con
CrOs disminuyé la frecuencia de MN vy la viabilidad celular. Mientras que, el tratamiento de (+)-
catequina previo al de CrOs disminuyé las frecuencias de MN, células apoptéticas y viabilidad
celular Unicamente a la hora 72. Los resultados sugieren que la administracion de (+)-catequina
puede proteger contra el dafio genotdxico inducido por compuestos de Cr(VI); sin embargo se
sugiere realizar estudios complementarios para corroborar los posibles efectos antigenotoxicos de
la proteina de soya. Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIITIN219216.

1Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245249.
2Garcia-Rodriguez et al., 2013. Oxid Med Cell Longev; 2013:19.
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64. Efecto de los extractos proteinicos de soya sobre el dafio genotdxico inducido
por Cromo Hexavalente

Gabriela Abigail Valle-Castillo, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez

Laboratorio de Antimutagénesis Anticarcinogénesis y Antiteratogénesis, Unidad de Investigacion en Genética
y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM.
gaby.9302@hotmail.com

Introduccion. Los extractos proteinicos de soya poseen propiedades benéficas para la salud
humana por su alto contenido de polifenoles. Se ha observado que la administracion de extractos
de polifenoles obtenidos del té verde son capaces de proteger del dafio genotédxico inducido por el
cromo hexavalente [Cr(VI)].

Objetivo. En este estudio se evalu6 el efecto de los extractos proteinicos de soya en ratones de
la cepa Hsd:ICR sobre el dafio genotéxico inducido por compuestos de Cr(VI).

Materiales y Métodos. El dafio genotdxico se evalué mediante el ensayo de microntcleos (MN)
[1] y la apoptosis [2]. Grupos de cinco ratones hembras y machos fueron separados en grupos que
se trataron de la siguiente manera: a) testigo, se les administré Unicamente el vehiculo; b) extractos
proteinicos de soya (40 mg/kg, via i.g.); c) CrOz (20 mg/kg, via i.p.); €) extractos proteinicos de
soya-CrOs (mismas dosis y vias que los grupos tratados por separado). Las evaluaciones se

realizaron en muestras de sangre periférica a las 0, 24, 48 y 72 horas.

Resultados. En los grupos de hembras y machos tratados solo con los extractos proteinicos de
soya no se modificaron de manera significativa las frecuencias de MN y las células apoptoticas.
Por el contrario, el tratamiento con CrOs en hembras y machos, incrementa las frecuencias de MN
y las células apoptéticas. Cuando se administraron los extractos proteinicos de soya previo al
tratamiento con CrOs en hembras y machos, se observé una disminucién en las frecuencias de

MN vy células apoptoéticas, teniendo mayor efecto en los machos.

Conclusiones. Los resultados sugieren que la administracion de los extractos proteinicos de soya
en ratones hembra y macho protegen del dafio genotéxico inducido por compuestos de Cr(VI), y

gue este efecto es mas consistente en machos.

[1]Hayashi et al., 1990. Mutat Res; 245:245249.
[2]Garcia-Rodriguez et al., 2013. Oxid Med Cell Longev; 2013:19.
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