IONAL A
Y It

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS A CORTO Y MEDIANO PLAZO DEL ACIDO
ASCORBICO Y DEL ALFA-TOCOFEROL SOBRE EL DANO OXIDATIVO DEL ADN
EN RATONES Hsd:ICR EXPUESTOS A CROMO HEXAVALENTE

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
LOURDES MONTSERRAT HERNANDEZ CORTES

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA DEL CARMEN GARCIA RODRIGUEZ
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, UNAM

COMITE TUTOR: DRA. ALDA ROCIiO ORTIZ MUNIZ
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DRA. RAQUEL RETANA UGALDE
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, UNAM

CD. MX. ENERO 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






IONAL A
Y It

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA
BIOLOGIA EXPERIMENTAL

EFECTO DE LOS TRATAMIENTOS A CORTO Y MEDIANO PLAZO DEL ACIDO
ASCORBICO Y DEL ALFA-TOCOFEROL SOBRE EL DANO OXIDATIVO DEL ADN
EN RATONES Hsd:ICR EXPUESTOS A CROMO HEXAVALENTE

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

PRESENTA:
LOURDES MONTSERRAT HERNANDEZ CORTES

TUTOR PRINCIPAL DE TESIS: DRA. MARIA DEL CARMEN GARCIA RODRIGUEZ
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, UNAM

COMITE TUTOR: DRA. ALDA ROCIiO ORTIZ MUNIZ
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

DRA. RAQUEL RETANA UGALDE
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO, UNAM

MEXICO, CD. MX. ENERO 2020



POSOGRADQO

® BIOLOGICAS ®

IENCIAS

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
ENTIDAD FES-ZARAGOZA

OFICIO CPCB/1275/2019

ASUNTO: Oficio de Jurado

M. en C. lvonne Ramirez Wence
Directora General de Administracion Escolar, UNAM
Presente

Me permito informar a usted que en la reunién ordinaria del Subcomité de Biologia Experimental y
Biomedicina del Posgrado en Ciencias Bioldgicas, celebrada el dia 07 de octubre de 2019 se aprob¢ el
siguiente jurado para el examen de grado de MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS en el campo de
conocimiento de (Biologia Experimental) del estudiante HERNANDEZ CORTES LOURDES
MONTSERRAT con numero de cuenta 308265598 con la tesis titulada “Efecto de los tratamientos a
corto y mediano plazo del acido ascérbico y del alfa-tocoferol sobre el dafio oxidativo del ADN en
ratones Hsd:ICR expuestos a cromo hexavalente”, realizada bajo la direccién de la DRA. MARIA DEL
CARMEN GARCIA RODRIGUEZ, quedando integrado de la siguiente manera:

Presidente: DR. JOSE PEDRAZA CHAVERRI

Vocal: DR. MARIO AGUSTIN ALTAMIRANO LOZANO
Secretario: DRA. ALDA ROCIO ORTIZ MUNIZ

Suplente: DRA. MARCELA ROJAS LEMUS

Suplente: DR. HUGO LOPEZ MUNOZ

Sin otro particular, me es grato enviarle un cordial saludo.

ATENTAMENTE )
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Ciudad Universitaria, Cd. Mx., a 25 de noviembre de 2019

COORDINADOR DEL PROGRAMA

AN
Syoi00°

DR. ADOLFO GERARDO NAVARRO SIGUENZA

v ‘le (DINAC'UN

c. ¢. p. Expediente del alumno

COORDINACION DEL POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIDAD DE POSGRADO

Edificio D, 1° Piso. Circuito de Posgrados, Ciudad Universitaria
Alcaldia Coyoacan. C. P. 04510 CDMX

Tel. (+5255)5623 7002 http://pcbiol.posgrado.unam.mx/



AGRADECIMIENTOS INSTITUCIONALES

Al Posgrado de Ciencias Biolégicas, UNAM, por permitirme realizar mis estudios de
maestria y darme la oportunidad de iniciarme en la investigacion cientifica y crecer

académica y personalmente.

Al CONACYT (No. de becario 628896 / CVU 853736) por la beca recibida para desarrollar
mi proyecto cientifico y al PAEP por el financiamiento brindado para participar en el
congreso "49™ Annual Meeting of the Enviromental Mutagenesis and Genomics Society
(EMGS)” realizado en San Antonio, Texas, USA (2018).

A la DGAPA a través del Programa de Apoyo a Proyectos de Investigaciéon e
Innovacion Tecnolégica (PAPIIT) de la UNAM IN219216 y IN224719. Proyecto: “Los
componentes antioxidantes de la dieta en la modulacion y proteccion in vivo del dafio
genotoxico y citotdxico inducido por metales con potencial cancerigeno: Ensayo Cometa,
Micronucleos, Apoptosis, Enzimas Antioxidantes y 8-hidroxideoxiguanosina”y “Efecto de
los polifenoles sobre la regulacién del sistema antioxidante enddgeno, la reparacion del
dafio oxidante del ADN y las vias de induccion de apoptosis en ratones Hsd:ICR

expuestos a Cr(Vl)”.

A la Dra. Maria del Carmen Garcia Rodriguez, por darme la oportunidad de ser parte
de su equipo de investigacion y de realizar este trabajo. Por motivarme para superarme
profesionalmente e incrementar mi experiencia en la investigacion. Por la paciencia y

también por los regafios, pero sobre todo por tu amistad.

A mi comité tutoral, Dra. Rocio Ortiz Mufiiz y la Dra. Raguel Retana Ugalde, a quienes
agradezco sus comentarios, sugerencias y asesoria que me brindaron a lo largo de este
proyecto. De igual forma agradezco a los miembros del jurado, Dr. José Pedraza
Chaverri, Dr. Mario Altamirano Lozano, Dra. Rocio Ortiz Mufiiz, Dra. Marcela Rojas
Lemus y Dr. Hugo LOpez Mufioz por sus valiosas aportaciones y correcciones durante

la revision de la tesis.



AGRADECIMIENTOS A TiTULO PERSONAL

Dedico y agradezco, no sOlo este trabajo, sino toda mi vida a mis padres,
Cirilo Cristobalito Hernandez Martinez y Laura de la Soledad Cortés Romero, por
seguir siendo los pilares en mivida, porque sin ustedes nada de esto hubiera sido posible.
Gracias por ensefiarnos que la mejor herencia que nos podian dar es el estudio, porque
nunca se rindieron para sacarnos adelante, al contrario, nos ensefiaron que a pesar de
las adversidades que se presenten en la vida podriamos salir adelante con esfuerzo,
perseverancia y dedicacion. Gracias por ensefiarme a afrontar la vida con alegria, por su
sabiduria y por ser un ejemplo de fortaleza y perseverancia. Su apoyo, ensefianzas y
amor que siempre me dieron han hecho de mi lo que soy. No hay forma de agradecer
todo lo que me dieron. Innegablemente cada paso que dé, cada proyecto realizado y cada
meta cumplida les pertenece. Nunca me dejaran de hacer falta. Los amo infinitamente.

A mis hermanos:

Orlando, gracias por ser de mis primeros maestros, porque desde que era una nifia
te has encargado de ensefiarme tantas cosas y aun lo sigues haciendo, porque sé que
td y Laura hicieron y dejaron de hacer muchas cosas por ayudar a papa y mama a
sacarnos adelante con nuestros estudios. Porque siempre estas ahi para escucharme y
darme algun consejo, gracias por motivarme a seguir estudiando y a superarme cada dia.

Laura, gracias por siempre estar al pendiente mi ya sea escuchandome o con un
desayuno después de mis desveladas, por tu comprension, amor maternal, por ser mi
complice y por darme animos para seguir adelante y dar un poco mas de mi. Gracias por
los sacrificios que hicieron. Porque sé que siempre podré contar contigo.

Brenda, por ser mi compafiera, complice y amiga, a pesar de que a veces tengamos
formas diferentes de ver las cosas sé€ que siempre me apoyas. Por acompafarme durante
mis desveladas con tus platicas sin fin, aunque te ganara el suefio después y por
escucharme en algunos de mis ensayos. Porque siempre tienes una sonrisa que
compartir en mis momentos tristes.



A Saul, mi sobrino consentido, porque siempre iluminas y alegras mis dias con tu
sonrisa y ocurrencias que tienes, a pesar de tus casi 5 afios que tienes me has ensefiado
a que a veces no hay que darles tanta importancia a las cosas, porque tu me impulsas a
sacar la mejor version de mi. Te amo mi nifio hermoso.

Los amo mucho familia muégano, 6 «

A mi familia paterna y materna, tios, primos y sobrinos, porque no sélo es el parentesco
lo que nos une, sino cada momento que hemos compartido juntos, los mas dificiles y
también los mas felices, porque siempre me ha apoyado y han estado al pendiente de
mi, por el carifio que siempre me brindan. Los quiero mucho.

A Fany, por compartir conmigo esta etapa y por permitirme conocerte mejor, por todas
las aventuras que pasamos durante esta etapa, dentro y fuera del laboratorio. Gracias
por tu amistad y por estar en los momentos mas dificiles. Te quiero mucho.

A Tona, porque contigo comence esta etapa, gracias por siempre creer y ayudarme a
creer en mi, por decirme lo que pensabas. Gracias por las risas, regafios y también por
brindarme tu apoyo en mis peores momentos. Te quiero mucho.

A Andrea, Maria, Shirley, Brenda, Janet, Mariana, Javier, Noé, Rodrigo, Gaby
Serrano y Rosita, gracias por todos los momentos (buenos y otros no tanto) que he
compartido con cada uno de ustedes en las diferentes etapas de mi vida, momentos que
atesoro con gran carifio, porque a pesar de la distancia y el tiempo seguimos teniendo
una gran amistad y siempre estan ahi con algin mensaje o llamada, valoro mucho su
amistad. Los quiero mucho a cada uno de ustedes.

A los integrantes del laboratorio de Antimutagénesis, Anticarcinogénesis Yy
Antiteratogénesis, Gaby, Gris, Manuel y Thelma, gracias por compartir y hacer mas
amenas las tantas horas de trabajo, por su apoyo durante los experimentos, aun cuando
ya se habian titulado. Gracias por su amistad.

Y por ultimo y no menos importante agradezco a Maricela Cabrera y a la Mtra. Isabel
de Jesus Herrera por la paciencia que me han tenido, el apoyo que me han brindado y
las platicas en los momentos mas adversos.






Este trabajo se realizé en el Laboratorio de
Antimutagénesis, Antiteratogénesis y Anticarcinogénesis
de la Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia

Ambiental (UNIGEN), Facultad de Estudios Superiores
Zaragoza, UNAM.



indice

Pag.

INdiCe de ADIrEVIAIUIAS ...........ccveueeriieeeciecieeete ettt [
RESUMEBN ...t e e e e e e e e e )Y
ADSTITACT ... Vi
N [ (0 To (8 o ox o o HA TSP ETTT PO 1
1.1, GENOLOXICIOAM ...ttt 1
1.2, ESIrES OXIAANTE .....eeeiiiiiieeeiieiiie ettt e e e e e e e s eeeeaens 2
1.3. Especies reactivas de oxigeno y radicales libres.............ccccvvviiiiiiiiieiiiinnnns 3
1.4. Metales y StréS OXIHANTE ......uiii e e e e e e e e eaaans 3
T 1 o ] 1 [ PP 5
1.5. Evaluacion del dafio genotOXiCO .........cuvvviiiieeeiiiiiice e 8
1.5.1. Ensayo de MICIONUCIEOS. ........coceiiiiiiiiiiiiiiie e 8
1.5.2. APOPLOSIS Y NECTOSIS ...ceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiet ettt ettt ettt ettt ettt e e e e e e e e e eeees 9
1.5.3. 8-hidroxi-2'deoXiguanOSINa ...........cceeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 11
1.6, ANUOXIAANTES .....uiiiiiiiiiiiiiiiiitiieiiieb e nsennnnes 11
1.6.1. ACIAO @SCOIDICO ......ceveeieviieeieieciceeee e, 13
1.6.2. A-tOCOTEIOL. ... 15
2. Planteamiento del problema.............ccoooiiiiiiiiiiiiecc e 18
G T o 1010 (=1 TP 18
O ] o= 1Y/ 0L R 19
4.1. ODJetivo geNeral.......ccooiiiiiiiii 19
4.2. ODbjetivos partiCUIAres. ... 19
5. Material Y MELOAO ......ccoiiiiiiiiiiiieii e ee e e 20
5.1 ANIMAIES <. 20
5.2, REACHIVOS ... 20
5.3, Trata@miENTOS ... ..o 21
5.4. ENSAY0 A€ MN ...oeeiiii e e 24
5.5. Evaluacién de viabilidad y muerte celular ..............cccoooooeiiiiiiiiiiieeee, 24

5.6. Determinacion del 8-OHAG ........ooveiie et 25



5.7. Determinacion de la capacidad antioxidante total...............ccccceeeeeeeeeeeee. 25

5.8. Determinacién de la concentracion intracelular de glutation total ............... 25
5.9. ANAlISIS ESTAdISTICO. ......eeeiiiieeiiiiiiie e 26
6. RESUITATOS ...t a e e 27
6.1. Peso de los ratones tratados con AA, a-TOH Y CrOs3 ......cooevvvvviiiiiiiiiinneenns 27
6.2. Consumo de liquidos de los ratones tratados con AA, a-TOHy CrOs........ 28
6.3. Consumo de alimento de los ratones tratados con AA, a-TOH y CrOs....... 29
6.4. EValuacCion de MN ..........ooiiiiiiiiiii e 30
6.5. Evaluacion de apoptoSiS Y NECIOSIS ....cceeeiiiiiiiiiiiiiieee et e e 36
6.6. Evaluacion de la relacion EPC/ENC y de la viabilidad celular .................... 40
6.7. Capacidad antioxidante total...............cceeiieiieiiiiiiiie e 43
6.8. Niveles de glutation total ............ccoovriiiiiii e 44
6.9. Niveles de 8-OHAG ........ooiiiiiiiiee e 46
7. DISCUSION ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e eanns 51
8. Resumen de reSUltados. ...........cevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeee e 62
9. Conclusiones y comentarios fiNales ............ceviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 63
10.Referencias bibliografiCas ..........ooocuuiiiiiiiiiei e 64
B (01 PP 77
ANBXO L.t 77
ANBXO 2.t 78
ANBXO 3.ttt 79
ANBXO 4. 80



indice de abreviaturas

0,
8-OHdG
8-OHdG-AChE
8-oxo-Gua
A

AA
ABTS
ADN
ANDEVA
ARN
ATP

Bcl2

BER
BrEt
CAT

Cr

cr(l
Cr(IV)
Cr(V)
Cr(VI)
CrOs
DHA
DTNB

Radical anion superoxido
Radical hidroxilo

Oxigeno singulete
8-hidroxi-2'deoxiguanosina
8-OHdG-acetilcolinesterasa
8-0x0-7,8-dihidroguanina
Radical ascorbilo

Acido ascorbico
3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato
Acido desoxirribonucleico
Analisis de varianza

Acido ribonucleico
Adenosin trifosfato

“B-cell ymphoma 2”
Reparacion por escision de bases
Bromuro de etidio

Catalasa

Cromo

Cromo trivalente

Cromo tetravalente

Cromo pentavalente
Cromo hexavalente
Tribxido de cromo

Acido dehidroascérbico

Hernandez Cortés Lourdes Montserrat

5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico; reactivo Ellman



Hernandez Cortés Lourdes Montserrat

ECETOC
ELISA
ENC
EOx
EPA
EPC
ERN
EROs
FDA
GPx
GR
GSs*
GSH
GSSG
H20>
HPLC
i.g.

i.p.
LDso
LOO*
LOOH
MN
NA
NADPH

“European Centre for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals
“‘Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay”
Eritrocito normocromatico

Estrés oxidante

“Environmental Protection Agency”
Eritrocito policromatico

Especies reactivas de nitrogeno

Especies reactivas de oxigeno

“Food and Drugs Administration”
Glutation peroxidasa

Glutation reductasa

Glutation tiilo

Glutation

Glutation oxidado

Peréxido de hidrégeno

Cromatografia liquida de alta resolucién
Intragastrica

Intraperitoneal

Dosis Letal 50

Radical lipo-peroxilo

Lipoperoxido

Micronucleo

Naranja de acridina

Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato
Reparacion por escision de nucleotidos
Oxigeno molecular

Oxigeno molecular

“Organization for Economic Cooperation and Development”
Fosfato



RL
ROO*
S0,?
SOD
TNB
TrxR
Ul

uv
V205

Radical libre

Radicales peroxilo

Sulfato

Superoxido dismutasa
acido 2-nitro-5-tiobenzoico
Tiorredoxina reductasa
Unidades Internacionales
Ultravioleta

Pentéxido de vanadio

Hernandez Cortés Lourdes Montserrat

ARERY



Hernandez Cortés Lourdes Montserrat

Resumen

Se ha propuesto que el dafio genotoxico y citotoxico inducido por los compuestos de
Cr(VI) es en parte producido por el estrés oxidante generado durante su reduccion
intracelular de Cr(VI) a Cr(lll). De ahi que la eliminacién de las moléculas reactivas podria
representar una estrategia importante en el proceso de antigenotoxicidad.
Particularmente, se ha observado que los tratamientos agudos del 4cido ascoérbico (AA)
y del alfa-tocoferol (a-TOH) administrados por via intraperitoneal (i.p.) e intragastrica (i.g.)
respectivamente, tienen efectos protectores parciales contra el dafio genotéxico inducido
por metales como el V20sy CrOs. Recientemente, se ha planteado que los tratamientos
con antioxidantes por tiempos prolongados pueden mejorar su efecto protector, por ello,
es de interés investigar si el efecto protector del AA y a-TOH sobre el dafio oxidante del
ADN en ratones expuestos a Cr(VIl) se incrementa al prolongar los tiempos de
tratamientos (corto y mediano plazo) por via oral y, dado que aun no estan bien
establecidas las posibles vias de proteccion también es de interés estudiarlas
simultdneamente. Grupos de cinco ratones Hsd:ICR fueron tratados durante 10 dias
(corto plazo) o 26 dias (mediano plazo) con: a) vehiculo (agua potable estéril o aceite de
maiz para compuestos liposolubles); b) 100 mg/kg de AA via oral ad libitum; ¢) 20 mg/kg
de a-TOH via oral ad libitum; d) 20 mg/kg de CrOs i.p.; €) 100 mg/kg de AA previo al
tratamiento de 20 mg/kg de CrOgs; f) 20 mg/kg de a-TOH previo al tratamiento de 20 mg/kg
de CrOs. Las evaluaciones para micronucleos (MN) y la relacion entre eritrocitos
policromaticos y normocroméaticos (EPC/ENC), se realizaron con muestras de sangre
periférica tomadas de la vena caudal los dias 0, 4, 6, 8 y 10 del tratamiento a corto plazo
y los dias 0, 12, 22, 24 y 26 del tratamiento a mediano plazo. Las evaluaciones de
apoptosis, viabilidad celular, niveles 8-hidroxi-2'deoxiguanosina (8-OHdG) y niveles de
antioxidantes endogenos se realizaron el dia 8 del tratamiento a corto plazo y 24 del
tratamiento a mediano plazo. Se corroboré el dafio genotoéxico y citotoxico del CrOs, ya
que se incrementd significativamente el promedio de MN, los niveles de 8-OHdG, las
células apoptoticas y necroticas, ademas de que se modifico la relacion EPC/ENC y
disminuyo la viabilidad celular. En contraparte, los tratamientos a corto y mediano plazo
con AA o a-TOH, no indujeron dafio genotoxico ni citotoxico. Con el tratamiento de AA
previo al CrOs se redujeron los promedios de MN (tratamiento a corto plazo y mediano
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plazo; 80 y 70%, respectivamente), mientras que, en el tratamiento con a-TOH previo al
CrQOs, se observé una menor disminucion en el tratamiento a corto y mediano plazo (43 y
57%, respectivamente). De igual manera, los niveles de 8-OHdG se restablecieron en
estos grupos y se observlo una disminucién significativa en las células apoptéticas y
necréticas en comparacion con el grupo tratado soélo con CrOs. Por otra parte, la
administracion de CrOs no tuvo efecto sobre la capacidad antioxidante total, sin embargo,
reduce significativamente los niveles de glutation total. Los tratamientos solos con AA o
a-TOH presentaron efectos sobre los niveles de glutation total; AA a mediano plazo los
disminuye y a-TOH los incrementé tanto a corto como a mediano plazo. Por el contrario,
los grupos combinados a corto y mediano plazo incrementaron la capacidad antioxidante
total y los niveles de glutation total. Se encontré que los tratamientos de AAy a-TOH, a
corto y mediano plazo, protegen del dafio genotoéxico y citotoxico inducido por el CrOs. La
via de proteccion del dafio genotéxico podria deberse a la neutralizacion directa del *OH
o indirecta mediante la modulacidén del sistema antioxidante enddégeno que inhibid su
formacion, ya que no se incrementaron los niveles del aducto 8-OHdG y los promedios
de células apoptéticas cuando se administraron los tratamientos de AA y del a-TOH
previo al tratamiento con el CrOs. El tratamiento de AA a corto plazo tuvo una mayor
eficacia en la proteccion del dafio genotdxico y citotdéxico inducido por el CrOs. Ademas
de que, los tratamientos a corto y mediano plazo mostraron una mayor proteccion que lo

reportado para los tratamientos agudos.
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Abstract

It has been proposed that the genotoxic and cytotoxic damage induced by Cr(VI)
compounds is partly due to the oxidative stress generated during their intracellular
reduction from Cr(VI) to Cr(lll). Hence, the removal of reactive molecules could represent
an important strategy in the antigenotoxicity process. Particularly, it has been observed
that acute treatments of ascorbic acid (AA) and alpha-tocopherol (a-TOH) administered
intraperitoneally (i.p.) and intragastrically (i.g.) respectively, have partial protective effects
against metal-induced genotoxic damage heavy as V20s and CrOs. Recently, it has been
suggested that long-term antioxidant treatments may improve its effect, therefore, it is of
interest to investigate whether the protective effect of AA and a-TOH on oxidative DNA
damage in mice exposed to Cr(VI) is increased by prolonging treatment times (short and
medium terms) orally, and since the possible routes of protection are not yet well
established it is also of interest to study them simultaneously. Groups of five Hsd:ICR mice
were treated for 10 days (short-term) or 26 days (medium-term) with: a) vehicle (sterile
drinking water or corn oil for hydrophobic compounds); b) 100 mg/kg AA orally ad libitum;
c) 20 mg/kg of a-TOH orally ad libitum; d) 20 mg/kg of CrOs i.p.; €) 100 mg/kg of AA prior
to the treatment of 20 mg/kg of CrOs; f) 20 mg/kg of a-TOH prior to the treatment of 20
mg/kg of CrOs. Evaluations for micronuclei (MN) and the relationship between
polychromatic and normochromatic erythrocytes (PCE/NCE) were performed with
peripheral blood samples taken from the caudal vein on days 0, 4, 6, 8 and 10 of short-
term treatment and on days 0, 12, 22, 24 and 26 of the medium-term treatment.
Evaluations of apoptosis, cell viability, 8-hydroxy-2'deoxyguanosine levels (8-OHdG) and
endogenous antioxidant levels were performed on day 8 for the short-term treatment and
24 for the medium-term treatment. The genotoxic and cytotoxic damage of CrOs was
corroborated, as the average of MN, 8-OHdG levels, apoptotic and necrotic cells were
significantly increased, in addition the PCE/NCE ratio was modified and cell viability was
decreased. In contrast, short- and medium-term treatments with AA or a-TOH do not
induce genotoxic or cytotoxic damage. The treatment of AA prior to CrOs reduces the
averages of MN (short-term and medium-term treatment; 80 and 70%, respectively), and,
in the treatment with a-TOH prior to CrOs, a lower decrease in the short- and medium-
term treatment was observed (43 and 57% respectively). Similarly, 8-OHdG levels were
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restored in these groups and a significant decrease was observed in apoptotic and
necrotic cells compared with the group treated only with CrOs. On the other hand, the
administration of CrOs had no effect on the total antioxidant capacity, however, it
significantly reduced total glutathione levels. The treatments alone with AA or a-TOH had
effects on total glutathione levels; medium-term AA decreases them and a-TOH increased
them both in the short- and medium-term. In contrast, the combined groups in the short-
and medium-term increased total antioxidant capacity and total glutathione levels. It was
found that AA and a-TOH treatments, in the short- and medium-term, protect against
genotoxic and cytotoxic damage induced by CrOs. The path of protection of genotoxic
damage could be due to the direct neutralization of *OH or indirectly by modulating the
endogenous antioxidant system that inhibited its formation, since the levels of the 8-OHdG
adduct and apoptotic cell averages were not increased when administered the treatments
of AA and a-TOH prior to treatment with CrOs. The short-term treatment of AA was more
effective in protecting genotoxic and cytotoxic damage induced by CrOs. In addition to
that, short- and medium-term treatments showed greater protection compared to those

reported for acute treatments.
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1. Introduccion

El crecimiento demogréafico, la industria y las nuevas tecnologias han provocado el
incremento en la producciéon y emision de contaminantes como los metales. Uno de los
mecanismos propuestos de dafio genotoxico de los metales es mediante estrés oxidante
(EOx) (EPA, 1998; Valko et al. 2006). De ahi que la eliminacion de las moléculas reactivas
podria representar una estrategia importante en el proceso de antigenotoxicidad (Garcia-
Rodriguez et al. 2012b). Particularmente, el acido ascorbico (AA) y el a-tocoferol (a-TOH)
presentan un alto potencial antioxidante (Zhou et al. 2005). Se ha observado que los
tratamientos agudos de AA (intraperitoneal; i.p.) y a-TOH (via intragastrica; i.g.)
disminuyen el dafio genotoxico inducido por metales como pentdéxido de vanadio (V20s)
y tribxido de cromo (CrOs) (Garcia-Rodriguez et al. 2015; Garcia-Rodriguez et al. 2016).
Ademas, se ha demostrado que el tratamiento con antioxidantes por tiempos prolongados
puede mejorar su efecto. Por ello resulta de interés estudiar si el efecto protector del AA
y a-TOH es mas eficiente al administrar tratamientos mas prolongados (corto y mediano
plazo) por via oral. De igual manera, debido a que aun no se han esclarecido las posibles
vias de proteccion de estos compuestos sobre el dafio genotdxico y citotdxico inducidos

por los compuestos de Cr(VI), es también de interés explorarlos.

1.1. Genotoxicidad

El término genotoxicidad es empleado para referir la capacidad de los compuestos para
afectar la estructura del ADN o componentes celulares responsables de regular la
fidelidad del genoma. A los agentes capaces de ocasionar toxicidad genética se les llama
genotoxicos y pueden ser de origen fisico, quimico o bioldgico. De acuerdo con su modo
de accion o efecto se les puede clasificar como mutagenos, carcinégenos o teratdgenos,
capaces de inducir cambios permanentes en el material genético, lo cual puede conducir
a cambios heredables en su funcién. La accion o capacidad de inducir dafio, de estos
genotoxicos, depende de la dosis recibida, el tiempo, via de exposicion, la distribucion y

de la retencion, asi como de la eficiencia de los sistemas de activacion metabdlica, de
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desintoxicacion y reactividad de la sustancia con macromoléculas de las células
(Abrevaya, 2008; Hernandez-Rincén, 2010).

La respuesta celular al dafio en el ADN es fundamental para su supervivencia. Una vez
reconocido el dafio, se inician determinados procesos de sefializacion que desencadenan
los primeros pasos para reparar el dafio antes de la replicacion o la segregacion de los
cromosomas, ya que, de no ser el caso, se puede fijar el dafio y por lo tanto conducir a
mutaciones (Giono y Nieto, 2016). Esta respuesta depende del tipo celular, la intensidad,

duracion y naturaleza del dafio recibido (Harper y Elledge, 2007).

1.2. Estrés oxidante

Los organismos aerébicos obtienen la mayor parte de su energia a partir de reacciones
de oxidacion, sin embargo, cuando existe un exceso de estas reacciones se puede
generar el EOx (Ramos et al. 2006). EI EOx se define como el desequilibrio entre
oxidantes y antioxidantes a favor de los oxidantes, lo que lleva a una interrupcion de la
sefalizacion y control redox o dafio molecular, que puede provocar dafio oxidante a las
macromoléculas (lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos) y alterar los
procesos celulares (Jones, 2006; Sies y Jones, 2007). El EOx se puede producir durante
las reacciones metabdlicas normales del organismo, mientras las células del organismo
obtienen energia, asi como también por la exposicion a situaciones de hipoxia, ejercicio
intenso, isquemia, radiaciones ionizantes, contaminacién ambiental, metales (como los

compuestos de cromo), entre otros (Avello y Suwalsky, 2006; Pisoschi y Pop, 2015).

Se ha demostrado que en las células con EOx se genera dafio directamente en el ADN
por el incremento de especies reactivas de oxigeno (EROSs) y radicales libres (RL) que
interactian con el material genético, e indirectamente, mediante alteraciones en los
componentes celulares que se encuentran relacionados con la funcionalidad de los
cromosomas. Dentro de los dafios que inducen las EROs se encuentra el dafio al ADN,
que, de no ser reparado, puede producir consecuencias bioldgicas como mutaciones,
envejecimiento celular, carcinogénesis e incluso puede llevar a la muerte celular
(Klauning y Kamendulis, 2004, Wang et al. 2015).
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1.3. Especies reactivas de oxigeno y radicales libres

El oxigeno es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los organismos
aerobios, ya que participa en diversas reacciones de oxidacion, incluyendo la respiracion
celular. En los procesos biolégicos en los que se encuentra involucrado el oxigeno
molecular (Oz2), el cual se reduce, dando origen a las llamadas EROs (Valko et al. 2007;
Page et al. 2010). El término “EROs” se les da a aquellas especies que son agentes
oxidantes, y pueden o no ser facilmente convertidos a radicales, por lo que las EROs
incluye a radicales y no radicales. Estas moléculas poseen al menos un electron de mayor
contenido energético que el correspondiente en su estado fundamental, lo que las hace
moléculas oxidantes que pueden generar RL (Valko et al. 2007). Las EROs pueden
producirse durante las reacciones metabdlicas enddgenas de las células aerdbicas, tales
como el radical anion superoxido (*Oz"), peroxido de hidrégeno (H202), radical hidroxilo
(*OH) y radicales peroxilo (ROO*), como productos de la reduccién bioldgica del Oz (Page
et al. 2010). Si bien nuestro propio cuerpo produce EROs en cantidades moderadas, las
EROs pueden incrementarse por fuentes exdgenas como tabaco, antibiéticos, drogas,
alcohol, estrés, contaminantes, metales, quimioterapia y exposicion a radiacion
ultravioleta (UV) e ionizante (Chehue et al. 2013).

Por otra parte, los RL son especies quimicas que contienen un electron no apareado en
su Orbita externa, esta caracteristica los hace sumamente reactivos y capaces de
provocar una reaccion en cadena que causa dafio oxidante a las distintas estructuras
celulares. Particularmente, los RL derivados del oxigeno son altamente téxicos y son
capaces de reaccionar con diversas moléculas organicas, lo que provoca alteraciones
estructurales, que a su vez conducen a alteraciones funcionales que afectan la fisiologia
de las células (Halliwell y Gutteridge, 1999; Valko et al. 2007).

1.4. Metales y estrés oxidante

Los metales son componentes naturales inmersos en la corteza terrestre y estan
presentes en el ambiente debido tanto a fuentes naturales como antropogénicas. Algunos

de los metales son micronutrientes esenciales para algunos seres vivos, como son el
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hierro, cadmio, zinc, arsénico, vanadio, cobre, cromo, entre otros (Friberg et al. 1990;
EPA, 1998). Aunque es mayor la exposicion a estos agentes en la actividad industrial, la
poblacidon en general también entra en contacto con estos agentes mediante el agua, los
alimentos y el aire, de manera que afectan las funciones bioldgicas importantes (Sullivan
y Krieger, 2001; Beyersmann y Hartwing, 2008). Es por lo que la contaminacion por
metales es considerada un problema de salud ambiental, ya que la gravedad toxica de
estos elementos se debe a su capacidad de bioacumularse y a la facilidad con que
reaccionan con moléculas organicas, especificamente con sus grupos sulfhidrilo,
radicales amino, fosfato, carboxilo e hidroxilo (Zarei et al. 2013). El resultado de estas
uniones ocasiona principalmente alteracion metabdlica, incremento de EOx vy
genotoxicidad, dependiendo de las dosis absorbidas, asi como la via de exposicion y la
naturaleza quimica del metal (Newman e Intosh, 1991; Navarro-Avifié et al. 2007).
Ademas, la formacién de RL mediada por metales puede causar diversas modificaciones
a las bases de ADN (Valko et al. 2006).

Aunqgue la principal fuente endégena de generacion de EROs es mediante la respiracion
celular, los metales son también fuentes importantes de EROs. Los estudios se han
centrado en la dilucidacion de los mecanismos implicados en la toxicidad y la
carcinogenicidad inducida por metales, demostrando que los metales como el Cr
desempefian un papel fundamental en la generacion de EROs y EOx en sistemas
bioldgicos (Matés et al. 2010; Jomova y Valko, 2011). Se ha demostrado que el Cr induce
apoptosis mediante la generacién de EROs, acumulacién de calcio y desregulacion de
Bcl-2 (Rana, 2008).

La toxicidad y el comportamiento oxidante de los metales en las células estan
determinadas por la reaccién quimica de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss, en las que

participan el *Oz2™ y el H202 en la formacion del *OH (Figura 1) (Valko et al. 2005).
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Reaccién de Fenton

Fe?* + H,0, —> Fe¥ + OH- + *OH

Ciclo de Haber-Weiss
0, + H, > 0+ H,0; + “OH
H+

Figura 1. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss.

1.41. Cromo

El Cry sus compuestos se usan ampliamente en la industria para la produccion de acero
inoxidable, cromado y pintura en aerosol. Los efectos en la salud, la toxicidad y la
carcinogenicidad de Cr se relacionan principalmente con su estado de oxidacion en el
momento de la exposicion. Ya que el Cr presenta distintos estados de oxidacién, de los
cuales el cromo trivalente [Cr(l11)] y el cromo hexavalente [Cr(VI)] son los mas estables y
sus compuestos son los de mayor importancia biologica. La forma trivalente es necesaria
para los humanos en bajas concentraciones para el metabolismo de los azucares y otros
carbohidratos. Es inocuo debido a su baja permeabilidad en las membranas celulares y
a que no es corrosivo (Valko et al. 2005). La deficiencia de Cr(lll) en los seres humanos
se ha asociado con enfermedades cardiovasculares y la diabetes (Hummel et al. 2007;
Holmes et al. 2008). Por el contrario, los compuestos del Cr(VI) son conocido por ser
toxicos, genotdxicos y cancerigenos. Debido a que son utilizados ampliamente en la

industria, representan una amenaza para la salud humana (OSHA, 2006; Myers, 2012).

Los compuestos de Cr(VI) tienen la capacidad de entrar en las células y atravesar la
membrana celular por canales anidnicos no especificos, debido a su similitud estructural
con aniones como SO42y PO4? (Castillo et al. 2002). Al entrar, el Cr(VI) se reduce por
reductores celulares tales como glutation (GSH), ascorbato y NADPH, a sus estados de
oxidacion mas bajos, Cr(V), Cr(IV) y Cr(lll) (Shi et al. 1999). Estos estados intermedios
de Cr son reactivos y patrticipan en la produccién de EROs, y causan varios tipos de dafio
oxidante al ADN, tales como la modificacién de bases, rupturas de una sola hebra,

enlaces cruzados entre ADN y ADN, enlaces cruzados entre ADN y proteinas, aductos
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de ADN, y cambios oxidantes de nucledétidos, asi como aberraciones cromosoémicas y
peroxidacion lipidica (Shiy Dalal, 1990, Ding y Shi, 2002, Nickens et al. 2010). Por lo que
el proceso clave involucrado en la carcinogenicidad mediada por Cr es la reduccion de
Cr(VI) a Cr(lll) por reductores celulares (Figura 2). Hay informes que demuestran que
Cr(VI) induce la muerte celular por EOx (Son et al. 2011; Wang X et al. 2011)

Por su parte, el Cr(lll) tiene gran afinidad con las bases y fosfatos de la cadena de ADN
y puede formar aductos de ADN-Cr, asi como entrecruzamientos e interaccién con
proteinas (O’Brien et al. 2003). Ademas del dafio genotdxico que se genera por la
interaccion directa del Cr(lll) con el ADN, la exposicion a Cr(VI) también puede
desencadenar la generacion de EROs, como el radical glutation tiilo (GS*) y otras EROs
que se generan a través de las reacciones de Fenton y Haber-Weiss. El Cr(V) y el Cr(1V)
son intermediarios reactivos de la reduccidon de Cr(VI) que participan en reacciones
Fenton y generan *OH, el cual es altamente reactivo y capaz de dafar al ADN. La
generacion de *OH también puede darse por reacciones Haber-Weiss en la que el Cr(VI)
es reducido por *O2~ para generar Cr(V), éste a su vez reacciona con H202 para producir
el *OH y generar nuevamente Cr(VI). Por lo anterior, se ha planteado que el principal
mecanismo de induccién del dafio genotéxico del Cr(VI), es la produccion de EROs
incluyendo los RL que interaccionan con el ADN (Shiy Dalal, 1990; O’Brien et al. 2003).

Las poblaciones humanas se encuentran expuestas principalmente a Cr(lll) y Cr(VI), a
través del agua, aire, consumo de alimentos o suplementos alimenticios contaminados
(Nickens et al. 2010). La exposicion a Cr(VI) estd relacionada con el ambiente
ocupacional y por las emisiones de los automéviles y el humo de los cigarros. Se ha
estimado el aire urbano contiene concentraciones de cromo de 0 a 30 ng/m3y los cigarros
producidos en Estados Unidos contienen Cr en cantidades de entre 0.24 y 6.3 mg Cr/kg
y como consecuencia de fumar, la concentracién de Cr puede ser de 10 a 400 veces mas
que el aire libre (IARC, 1997; ATSDR, 2008). Por otra parte, el limite de exposicion
ocupacional permisible en México en una jornada laboral de 8 horas es de 10 pg/m?
[Cr(VI) insoluble] y 50 pg/m3 [Cr(VI) soluble] (OSHA, 2013).
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La exposicion a Cr(VI) se relaciona con un alto riesgo de enfermedades respiratorias,
irritacion de 0jos, nariz y garganta, gastritis, dermatitis y cancer de pulmon y nasal (OSHA,
2013). Particularmente la exposicion ocupacional a CrOs produce irritacion nasal y atrofia
de la mucosa, ademas de una disminucion en la funcion pulmonar (ATSDR, 2008;
Nickens et al. 2010).

Cr(VI) +"OH +-OH

OH

OH -7 .
0, = o. »'4\L~ PPtias o Now,
\\‘ \ ,l‘ 1o« oxidacién \T
- D_\—> H,. :C}_\ — D_\
0 ,?ﬂ Ho' o }-N OH >5" Ho' o
! HaN HN
2-deoxiguanosina ‘C8-OH. radical de 8-hidroxiguanosina

aducto deoxiguanosina (8-OHdAG) @E

(s
””’"”‘Nmmnmm\

Fluidos:

Reparaciéon de Sangre
biomarcadores Orina
de ADN Saliva...

Figura 2. Metabolismo y genotoxicidad del cromo (Modificado de Garcia-Rodriguez et al. 2017).
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1.5. Evaluacién del dafio genotéxico

La induccién de dafio genotoxico por exposicion a agentes genotdxicos es un proceso
que se lleva a cabo en varias etapas; ingreso, absorcion, distribucion y efecto en “blanco”.
Una vez dentro de la célula puede inducir dafio directo o indirecto mediante la activacion
de enzimas (Ames, 1989). Las pruebas de genotoxicidad no so6lo son indispensables para
evaluar agentes genotoxicos y sus mecanismos inductores de dafio, sino también para
evaluar sustancias con propiedades protectoras o0 moduladoras de dafio al ADN (Garcia-
Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2006).

Los principales ensayos recomendados para evaluar dafio genotoxico son: a) ensayos
para evaluar mutaciones (bacterias; prueba de Ames), b) ensayos in vitro, para evaluar
dafio cromosomico (frecuencia de aberraciones cromosomicas; células de mamifero) y
c) ensayos in vivo (médula 6sea o sangre periférica; frecuencia de microndcleos (MN)
(Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000; Mdiller et al. 1996).

1.5.1. Ensayo de micronucleos

Los MN son cuerpos que estan en el citoplasma y que contienen ya sea un cromosoma
0 parte de un cromosoma, que durante la division celular no se unieron al nacleo de la

célula hija (Khrisna y Hayashi, 2000).
Los MN se pueden originar por alguno de estos eventos:

a) Aberraciones cromosOmicas estructurales que conllevan a la formacion de
fragmentos acéntricos (dafio clastdégeno).

b) Dafio a nivel de las proteinas involucradas, directa o indirectamente, en la
segregacion de cromosomas, inhibicion en el ensamble o desensamble de
microtubulos, remocion de cinetocoros, dafos al centriolo, centromero inactivado,
entre otros (dafio aneuploidogeno) (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders et al.
2003).
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La técnica de MN in vivo se puede realizar en cualquier tejido que esté en proliferacion.
La evaluacion de MN puede ser en médula 6sea o en eritrocitos de sangre periférica de

animales donde el bazo no elimine eritrocitos micronucleados (FDA, 2000).

Cuando los eritrocitos policromaticos o jovenes (EPC) son expulsados de la medula 6sea,
el nucleo queda extruido y si un MN se ha formado, permanece en el citoplasma. Estos
eritrocitos aun contienen ARN y son basdfilos, lo que los diferencia facilmente de los
eritrocitos normocromaticos o maduros (ENC) en los que se ha degradado el ARN y son
acidofilos (Hayashi et al. 1990).

El ensayo de MN es una de las técnicas mas adecuadas para identificar la respuesta
integrada a la compleja mezcla de contaminantes y es un indice valioso para la deteccion
de dafio genético acumulado durante la vida de las células (Bolognesi y Hayashi, 2011).
Se caracteriza por su simplicidad, fiabilidad, sensibilidad y rapidez. Ademas, es
ampliamente utilizado para detectar la genotoxicidad de contaminantes, tanto
clastogénicos como aneugénicos y para evaluar las aberraciones cromosomicas
numeéricas y estructurales (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, la presencia de MN indica un dafio cromosoémico, pero

no de distingue el tipo, ni qué cromosomas estuvieron involucrados (Hayashi et al. 2000).

1.5.2. Apoptosis y necrosis

La muerte celular en los tejidos de los organismos es un evento natural y no produce
alteraciones de las funciones, por el contrario, la cantidad de células en los diferentes
tejidos esta determinada por un balance homeostatico entre la proliferacion de las células
nuevas y la muerte de las células no funcionales. Por lo que, el equilibrio entre la
proliferacion y la muerte es fundamental para mantener el correcto funcionamiento de los
tejidos. Existen diversos tipos de muerte celular, siendo las mas comunes y estudiadas
la apoptosis y necrosis, la necrosis se produce como consecuencia de una lesion celular
masiva y la apoptosis es un mecanismo controlado de muerte celular (Elena, 2002;

Degterev y Yuan, 2008).
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La apoptosis es el tipo de muerte celular programada que regula el desarrollo normal y la
homeostasis de los organismos multicelulares. Uno de sus propositos es la auto-
“eliminacion” de células dafadas o senescentes (Norbury y Hickson, 2001). Este proceso
implica consumo de ATP, debido a las cascadas de sefializacion, mediado principalmente
por caspasas. Los cambios morfologicos caracteristicos de la apoptosis son: la
condensacion de la cromatina y fragmentacion del nacleo y del ADN, dando origen a los
cuerpos apoptdticos que contienen material celular degradado (Ramirez y Rojas, 2010).
Los mecanismos celulares y moleculares involucrados en el inicio y desarrollo de la
apoptosis son variados, y dependen de un estimulo inicial, como la respuesta al estrés

celular ocasionado por la exposicidon a compuestos toxicos (Robertson y Orrenuis, 2000).

Por su parte, la necrosis ocurre de manera aguda, de forma no fisiolégica, mediante una
agresion que causa lesidn en una porcién importante del tejido. Este proceso es
desencadenado por toxinas, hipoxia severa, agresion masiva y cualquier otra condicién
que genere disminucién de ATP (Elena, 2002). En este proceso se crean cambios
histolégicos, debido a que hay ganancia de volumen celular, como la desorganizacion y
lisis del citoplasma, con dilatacion del reticulo endoplasmatico y las mitocondrias,
disoluciéon de la cromatina y pérdida de la continuidad de la membrana citoplasmatica,
por lo que hay salida del material intracelular. EI ADN es fragmentado al azar. Debido a
la perdida de la integridad de la membrana celular, el contenido del citoplasma es vertido
al espacio extracelular, se genera el proceso de inflamacién, en el cual los restos

celulares son eliminados por fagocitosis (Elena, 2002; Ramirez y Rojas, 2010).

El analisis de la muerte celular puede ser llevado a cabo en sistemas in vivo e in vitro.
Existen varios métodos que permiten la adecuada diferenciacion entre la muerte por
apoptosis y necrosis (Allen et al. 1997). Uno de ellos es el método por tincion diferencial
con los fluorocromos naranja de acridina (NA) y bromuro de etidio (BrEt). El colorante NA
tiene la capacidad de introducirse a las células, tanto viables, como no viables obteniendo
una fluorescencia verde al intercalarse dentro del ADN, o bien, una fluorescencia roja-
naranja si se une al ARN. El BrEt se introduce unicamente a las células no viables debido
a la pérdida de integridad de la membrana plasmatica, de tal manera que puede

intercalarse en el ADN dando una fluorescencia roja (Baskic et al. 2006).
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1.5.3. 8-hidroxi-2'deoxiguanosina

El *OH puede causar la hidroxilacion de residuos de desoxiguanosina en el ADN, que, a
Su vez, causa transversiones del nucle6tido guanina por timina durante la replicacion,
dando como resultado la formacién de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) (Evans et
al. 2004). El 8-OHdG es una de las lesiones que mas ha llamado la atencion debido a su
gran potencial mutagénico y a que es frecuentemente encontrada en ciertos tipos de
cancer en humanos (Hollstein et al. 1996; Evans et al. 2004). ElI 8-OHdG es
posteriormente eliminado por escision de bases y excretado por la orina, saliva y plasma
en donde es frecuentemente medido, lo que hace del 8-OHdG uno de los marcadores de
dafio oxidante al ADN mas utilizado (Evans et al. 2004). Diversos estudios han
demostrado que la 8-OHdG se puede utilizar como biomarcador para evaluar el dafio
oxidante al ADN, causado por RL in vivo e in vitro. El dafio oxidante a la guanina puede
medirse directamente como aducto en el ADN (8-oxo-Gua; 8-oxo-7,8-dihidroguanina) o
como 8-OHdG en la sangre, plasma y saliva cuando la lesion ya fue reparada, mediante
técnicas como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés)

asi como por métodos inmunoquimicos (Marnett, 2000; Ock et al. 2012).

1.6. Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas que pueden retrasar o prevenir la oxidacién de un
sustrato, ya que tienen la capacidad de detener los efectos de la actividad de las EROs,
mediante la donaciéon de un electron o atomos de hidrogeno a la sustancia oxidante
(Godic et al. 2014; Siti et al. 2015). La funcién antioxidante implica reducir el EOX, el dafio
al ADN, asi como otros parametros de dafio celular. Ademas, los antioxidantes pueden
actuar al prevenir la formacion de EROs, interceptar el atague de EROs, secuestrar los
metabolitos reactivos y convirtiéendolos en moléculas menos reactivas, amplificar la
resistencia de las dianas bioldgicas sensibles al ataque de EROs, facilitar la reparacion
del dafio causado por EROs, por ultimo, mantener un ambiente favorable para la
actuacién de otros antioxidantes (Halliwell y Gutteridge, 1995; Pisoschiy Pop, 2015). De

acuerdo con varios criterios de clasificacion, los antioxidantes pueden ser enzimaticos o
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no enzimaticos, preventivos o de reparacion, primarios o secundarios, hidrosolubles o

liposolubles, naturales o sintéticos, enddégenos o exdgenos (Pisoschi y Pop, 2015).

El sistema de defensa antioxidantes enzimatico incluye a la superéxido dismutasa (SOD),
catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la tiorredoxina reductasa (TrxR) y la
glutatién reductasa (GR) (Robbins y Zhao, 2011). La SOD es una de las enzimas que
participan en la transformacion de EROs, cataliza la transformacion del *O2~ a H202, y se
encuentra en el citosol y en la matriz mitocondrial. Por su parte la GPx, que también se
encuentra en el citosol y en las mitocondrias, cataliza la reduccion de H20: y lipoperdxidos
(LOOH) vy utiliza a GSH como agente reductor, transformandolo a su forma oxidada
(GSSG). La CAT se localiza predominantemente en los peroxisomas, donde el H20:2 se
genera a una velocidad relativamente alta. Esta enzima cataliza la conversion de H20:2

en agua y O2 (Forman et al. 2009; Rizzo et al. 2010).

El sistema de antioxidantes no enziméatico esta determinado por una serie de compuestos
llamados depuradores de RL, los cuales intervienen y retrasan la produccion y accion de
los RL. Algunos de estos antioxidantes son el GSH, acido lipoico, la bilirrubina, las
ubiquinonas, los flavonoides, el a-TOH, el AA, el B-caroteno, entre otros (Lademann et
al. 2011). El GSH, es un tripéptido formado por los de residuos de aminoacidos: acido
glutdmico, glicina y cisteina (Glu-Gly-Cys), es el tiol no proteico mas abundante a nivel
intracelular, y se encuentra principalmente en las mitocondrias, el reticulo endoplasmico
y el nacleo (Martinez-Sarrasague et al. 2006). EI GSH interviene en la proteccion celular
contra el dafio oxidante de lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Esta molécula actia
mediante la interaccion con radicales como el *O2~, *OH y el éxido nitrico, ademas de
presentar una interaccion sinérgica con otros agentes antioxidantes como el AA, a-TOH
y la SOD. Asi mismo, el GSH protege contra el dafio oxidante reduciendo las
concentraciones de H20:2 e incluso proporciona un electron para la reduccion de
perdxidos en la reaccion catalizada por la GPx. El producto final de la oxidacion de GSH,
el GSSG, (constituido por dos moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro) es
regenerado por la GR. Esta enzima transfiere electrones de NADPH al GSSG, el cual es
reducido a GSH, de modo que, durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR, el

GSH no es consumido sino reciclado (Martinez-Samano et al, 2011).
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Por otra parte, los antioxidantes enddgenos son aquellos que son sintetizados por la
célula (SOD, CAT, GPx, GSH, acido urico, bilirrubina, melatonina, acido lipoico). Estas
son moléculas nucleofilicas con gran afinidad que se comportan como compuestos muy
susceptibles para que los oxiden las especies reactivas, mientras que los antioxidantes
exdgenos son los que se obtienen a través de la dieta (flavonoides, B-caroteno, a-TOH y
AA) (Ramos et al. 2006). Los antioxidantes, enddégenos y exdgenos, ofrecen electrones
con gran afinidad para los oxidantes y hacer que reaccionen con el antioxidante en lugar
de que reaccionen y oxiden a las macromoléculas. Por lo tanto, se ha propuesto que los
antioxidantes estan involucrados en mecanismos de proteccion de dafio genotdxico

(Quintanar-Escorza y Calderon-Salinas, 2009; Forman et al. 2009).

La defensa antioxidante contra RL inducidas por metales, y sus efectos citotoxicos y
genotoxicos, representan un aspecto importante en la investigacion en salud (Mekkawy
et al. 2012). Antioxidantes exdgenos como el a-TOH y el AA, forman una parte del sistema
antioxidante por su capacidad para neutralizar o controlar la toxicidad de xenobidticos y
de las EROs, ademas de evitar el dafio celular (Kadry et al. 2012). Se ha demostrado de
manera clinica y experimental, que los antioxidantes exdgenos como el a-TOH (vitamina
E) y el AA (vitamina C) pueden tener efectos beneficiosos en la proteccion contra
enfermedades relacionadas con el dafio oxidante del ADN(Zhou et al. 2005).

1.6.1. Acido ascérbico

El AA, vitamina C, es un antioxidante exdégeno reconocido. EI AA es una cetolactona
soluble en agua con dos grupos hidroxilo ionizables que se someten facilmente a dos
oxidaciones consecutivas de un electron para formar el radical ascorbilo (A¢), poco

reactivo, y el acido dehidroascérbico (DHA) (Du et al. 2012).

Las propiedades antioxidantes del AA se deben principalmente a la capacidad de
eliminacién de EROs y especies reactivas de nitrdgeno (ERN) antes de que lleguen a las
macromoléculas, protegiendo del dafio oxidante a las membranas lipidicas y las proteinas
(Berger et al. 1997; Garcia et al. 2006). Debido a su naturaleza hidrosoluble, el AA es

capaz de remover los RL del plasma, citoplasma y mitocondrias, atrapa iones Oz~ y radical
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lipoperoxilo (LOO®) antes de que inicie la peroxidacion lipidica. De esta forma protege a
las membranas celulares y atenda la progresion de las enfermedades relacionadas con
el dafio al ADN y con el EOx (Padayatty et al. 2002; Johnston, 2003). Ademas, el AA tiene
efectos antiinflamatorios, neuroprotectores, inmunorregulador, anticancerigeno, actta
como cofactor de una serie de enzimas, en particular las hidroxilasas involucradas en la

sintesis de colageno, entre otras (Chehue et al. 2013).

Se ha propuesto que el mecanismo antioxidante del AA es mediante la neutralizacion en
fase acuosa de las especies reactivas, asi como la regeneracion de otros antioxidantes
como el a-TOH, B-carotenos, GSH y acido urico. Tanto el AA, como el ascorbato (forma
anidnica del AA) pueden donar sus electrones a especies reactivas potencialmente
dafiinas para neutralizarlas y formar el A*. El A* es una molécula de baja reactividad,
debido a que su electrén desapareado se encuentra estabilizado por resonancia y a que
puede regenerarse hasta formar nuevamente AA o donar un segundo electron y formar
DHA. El DHA puede reducirse y formar nuevamente AA, por reaccion directa libre de

enzimas o a través de la accion de las enzimas NADH y GSH (Figura 3) (May, 2012).

HO

HO

HO OH

Acido ascorbico Radical ascorbilo
(A*)

Figura 3. Mecanismo antioxidante del AA y regeneracion del AA.

El AA es un nutriente requerido para una variedad de funciones biolégicas. La mayoria
de los mamiferos y de las plantas sintetizan AA de forma endogena a partir de la glucosa
y de la galactosa. Sin embargo, los humanos y otros primates han perdido la capacidad
de sintetizar AA, por lo que dependen de la dieta como fuente de AA para prevenir el
escorbuto, causado por su deficiencia, algunos tipos de cancer y para mantener la salud
en general. Todas las frutas y verduras contienen cierta cantidad de vitamina C. Entre los
alimentos de mayor contenido de AA estan, entre otros, los citricos (naranjas, limas,
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limones, toronjas), la guayaba, la pifia, la fresa, el kiwi, el mango, la sandia, el melon, el

chile poblano, el tomate, el brécoli, la espinaca, el nopal y la papa (Chehue et al. 2013).

La ingesta diaria recomendada es de 90 mg/dia para hombres y de 75 mg/dia para
mujeres, en pacientes con enfermedades cronicas como el cancer o la diabetes, los
fumadores, mujeres embarazadas o personas con intensa actividad fisica, se necesitan
dosis mayores en su dieta habitual (Institute of Medicine (US), 2000; Lee, 2009). El AA
es absorbido en el intestino delgado, especificamente en el duodeno. Entra en la sangre
por transporte activo y por difusion (Combs y McClung, 2017). En ingestas normales (30-
180 mg), el AA se absorbe (biodisponibilidad) en un 70-90% (Chehue et al. 2013).

1.6.2. a-tocoferol

El a-tocoferol (a-TOH) es la forma biolégicamente mas activa de los tocoferoles y
tocotrienoles que forman la familia de las moléculas de la vitamina E. El a-TOH se
caracteriza por tener en su estructura quimica un anillo cromanol y una larga cadena
lateral totalmente saturada, ademas de tres grupos metilo y un grupo fenélico en el anillo,
el a-TOH es capaz de neutralizar los RL por la reduccion de un electron (Sayago et al.
2007; Yang et al. 2012).

El a-TOH actia como antioxidante liposoluble en el metabolismo de todas las células, por
lo que es el principal antioxidante de las membranas biolégicas, protegiendo los
fosfolipidos de las membranas el ataque de los RL y con ello del EOx. Ademas de su
actividad antioxidante, se ha visto que el a-TOH, tiene efectos antiinflamatorios, actia
como agente anticoagulante, estimula la formacion de globulos rojos, la respuesta
inmune y el funcionamiento en la regulacion enzimatica, entre otras funciones (Chazot y
Kopple, 2013; Chehue et al. 2013; Combs y McClung, 2017).

La actividad antioxidante de la vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles) se debe
principalmente a su capacidad de donar sus hidrogenos fendlicos a los RL de lipidos.
Particularmente el a-TOH actia como un antioxidante mediante la interrupcién de la
autooxidacion lipidica, ya que es capaz de romper la cadena oxidativa al donar su

hidrogeno fendlico al LOO® que propaga la cadena en membranas y lipoproteinas.
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Ademas, reemplaza el LOO* con el radical a-tocoferoxil (a-TO*), menos reactivo (Figura
4). El electron desapareado se estabiliza por resonancia, este radical es relativamente
estable y poco reactivo, incapaz de desencadenar la peroxidacion lipidica por si solo. El
a-TO* también puede ser estabilizado, al aceptar un electrén proveniente del ascorbato,

restituyendo la estructura del a-TOH (Kojo, 2004; Sierra-Vargas et al. 2004).

Debido a que el a-TOH es un antioxidante exdgeno y esencial, debe obtenerse a través
de la dieta en pequefas cantidades. El a-TOH coexiste naturalmente con otros lipidos y
se encuentra principalmente en aceites vegetales ricos en acidos grasos insaturados
(germen de trigo, girasol, semilla de algodon, cartamo, canola, olivo, soya y maiz), hojas
y partes verdes de las plantas y, en menor medida, en grasas animales y aceites de
pescado (Kamal-Eldin y Budilarto, 2015; Sayago et al. 2007). La dosis diaria
recomendada es de 15 mg/dia (Institute of Medicine (US), 2000).

CH;

LOOH

Lipoperéxido

o-tocoferol

LOO*

Radical
lipoperoxilo

CH,

Radical o-tocoferoxil (a-TO®)

Figura 4. Mecanismo antioxidante del a-TOH.

En los alimentos, los tocoferoles estan asociados con las estructuras lipidicas, y su
absorcion, transporte y suministro de tejidos estan estrechamente relacionados con el

metabolismo general de los lipidos y las lipoproteinas. El sitio primario de absorcién del
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a-TOH es el intestino delgado. La absorcion en la luz intestinal depende del proceso de
digestion de las grasas y la absorcion por los eritrocitos, sin embargo, solo se absorbe un
20-40%. Para liberar los acidos grasos libres de los triglicéridos, la dieta requiere
esterasas pancreaticas para el desarrollo hidrolitico de los ésteres de tocoferol. Ademas,
para la absorcion, es necesaria la presencia de sales biliares, enzimas pancreéticas que
son necesarias y la formacion de micelas. Al igual que otras sustancias hidréfobas, el
a-TOH parece ser absorbido por difusion pasiva que depende de la solubilizacién micelar
y, por lo tanto, de la presencia de sales biliares y jugo pancreatico (Blé-Castillo et al. 2007;
Sayago et al. 2007; Combs y McClung, 2017).
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2. Planteamiento del problema

Las poblaciones humanas nos encontramos expuestas a metales con potencial
cancerigeno como los compuestos del Cr(VI). Se ha propuesto que el dafio genotoxico y
citotoxico inducido por los compuestos de Cr(VI) es mediante el EOx generado durante
su reduccion intracelular de Cr(VI) a Cr(lll). Estudios previos han mostrado que
tratamientos agudos del AA y de a-TOH administrados por via intraperitoneal e
intragastrica, respectivamente, tienen efectos protectores contra el dafio genotdxico
inducido por metales como el V20sy CrOs. Ademas, se ha mostrado que el tratamiento
con antioxidantes por tiempos prolongados puede mejorar su efecto. Por lo que es de
interés investigar si el efecto protector del AA y a-TOH es mas eficiente al administrar
tratamientos mas prolongados (corto y mediano plazo) por via oral. De igual manera,
debido a que aun no han sido esclarecidas las posibles vias de proteccién de estos
compuestos sobre los dafios genotoxicos y citotoxicos de los compuestos de Cr(VI) es

también de interés explorarlos. Por lo que la pregunta del estudio es:

¢ Qué efectos presentan los tratamientos a corto y mediano plazo del acido
ascorbico y del alfa-tocoferol sobre el daino oxidante del ADN en ratones Hsd:ICR

expuestos a cromo hexavalente?

3. Hipétesis

Si los tratamientos agudos administrados intraperitonealmente con AA e
intragastricamente con a-TOH disminuyen la genotoxicidad inducida por metales como
los compuestos de Cr(VI), entonces se espera que al prolongar los tiempos del
tratamiento (corto y mediano plazo) con AAy a-TOH administrados por separado por via
oral, se disminuya mas eficazmente el dafio genotoxico inducido por el CrOs, mediante
el restablecimiento de los niveles antioxidantes, la eliminacion del aducto 8-OHdG vy la

activacion de apoptosis.
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4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Estudiar el efecto de los tratamientos a corto y mediano plazo del AA 'y del a-TOH sobre

el dafio oxidante del ADN en ratones Hsd:ICR expuestos a Cr(VI).

4.2. Objetivos particulares

@ Corroborar los efectos genotéxicos y citotoxicos del CrOs mediante la frecuencia
de MN, la apoptosis, los niveles de 8-OHdG, las frecuencias de los EPC con

relacion a los ENC y la viabilidad celular en sangre periférica.

@ Evaluar el efecto del CrOs sobre los niveles de antioxidantes totales y el glutation

total en plasma de sangre periférica.

@ Establecer los protocolos de la administracion a corto y mediano plazo del AAy a-
TOH que no tengan efectos genotoxicos, citotdxicos y no afecten los niveles de
antioxidantes totales y glutatién total, mediante la frecuencia de MN, apoptosis,
niveles de 8-OHdG, las frecuencias de los EPC con relacion a los ENC y la

viabilidad celular en sangre periférica.

@ Evaluar el efecto del tratamiento a corto y mediano plazo del AA y a-TOH sobre el
dafio genotoxico y citotdxico inducido por el CrOs, mediante la frecuencia de MN,
apoptosis, niveles de 8-OHdG, las frecuencias de EPC con relacion alos ENC y la

viabilidad celular en sangre periférica.

@ Evaluar el efecto del tratamiento a corto y mediano plazo del AA y a-TOH sobre

los niveles de antioxidantes totales y glutation total en ratones tratados con CrQOs.
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5. Material y método

5.1. Animales

Se emplearon ratones macho y hembra sexualmente maduros de la cepa CD-1, de entre
45y 60 dias de edad. Se desarroll6 el pie de cria en el bioterio de la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, UNAM, con animales obtenidos del bioterio Harlan de la Facultad
de Quimica, UNAM. Los ratones se alimentaron con nutricubos (Harlan® Teklad global
18% de proteina), con libre acceso al agua. Se mantuvieron bajo condiciones ambientales
de temperatura y circulacion de aire controladas, asi como periodos de luz-obscuridad
12-12 horas.

Los criterios de evaluacién y condiciones de trabajo se establecieron con base a los
lineamientos de los programas ECETOC, la EPA, la OECD, la FDA y la NOM-062-ZO0O-
1999. El comité de bioética de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza aprobé los

protocolos experimentales en el estudio (nUmero de registro: FESZ/DEPI/363/14).

5.2. Reactivos

Los reactivos empleados en el estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis,
MO, USA). Colorante NA [CAS No 10127-02-3]; BrEt [CAS No 1239-45-8]; Aceite de maiz
para compuestos liposolubles [CAS No. 8001-30-7], a-TOH (C29Hs002) [CAS No. 10191-
41-0], AA (CeHsOs) [CAS No. 50-81-7] y CrO3 [CAS No. 133-82-0]. Para la evaluacion de
niveles de 8-OHAG se empled el kit DNA/RNA Oxidative Damage ELISA Cayman [No.
589320], para la determinacion de la capacidad de antioxidantes totales se emple6 el kit
Cayman [No. 709001] y para medir los niveles de glutation total se empleé el kit de
glutation de Cayman [No. 703002].
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5.3. Tratamientos

El CrOs se administré en una dosis de 20 mg/kg de peso por via i.p. con base en los
resultados de estudios previos en los que se ha observado dafio genotoxico (Garcia-
Rodriguez et al. 2001); mientras que el AA 'y el a-TOH se administraron en dosis de 100
mg/kg y 20 mg/kg, respectivamente, via oral ad libitum por ser la via comun por la que
ingresan a nuestro organismo. Los tratamientos de CrOsy AA se prepararon en solucion
a partir de su disolucion en agua potable estéril, mientras que el a-TOH se afiadi6 en los

nutricubos de los ratones a partir de su disolucién en aceite de maiz.

Los grupos experimentales fueron conformados por cinco ratones tratados cada uno,
para lo cual se plantearon los protocolos para los diferentes tiempos de administracion.
Para el caso de la administracion de los tratamientos a corto plazo, la administracion de
cada antioxidante (AA o a-TOH), se dio en cuatro dosis cada tercer dia via oral ad libitum,
mientras que el CrO3 se administré en una Unica dosis. En los grupos combinados la
administracion de los antioxidantes se realiz6 previo a la administracion de CrOs (Figura
5). Cuando la administracion de los tratamientos fue a mediano plazo, se administraron
en doce dosis de AA o a-TOH cada tercer dia via oral ad libitum. En los grupos
combinados la administracién de los antioxidantes fue previa a la administracion del CrOs
(Figura 6). Tanto para el tratamiento a corto y mediano plazo se midié el consumo diario

del alimento y agua.
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_ * * ke %k
Vehiculo via oral ad libitum
) 1t 1t 1t
X X X 4 %
Testigo aceite (1) 2 4 6 8 10 dias
Vehiculo via oral ad libitum
1 ) t+t 1+ 1
X X X % ¢ X
AA : :
100 mg/kg via oral ad libitum ' > ‘ > ‘ > ‘ > : > > dias
X K b % ¢ X
20 mg/kg via oral ad libitum
2 ) ) + 1
X X X
CrO, dias
20 mg/kg via i.p.
AA + CrO, dias
100 mg/kg + 20 mg/kg
a-TOH + CrO, dias

20 mg/kg + 20 mg/kg

4 Administracion del antioxidante ¢ Toma de muestra para MN

- . Toma de muestra para apoptosis,
4 Administracion de Cro; ¢ antioxidantes totales, GSH y 8-OH-dG

Figura 5. Protocolo para la administracién de los tratamientos a corto plazo.
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Vehiculo via oral ad libitum
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Figura 6. Protocolo para la administracién de los tratamientos a mediano plazo.
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5.4. Ensayo de MN

Las evaluaciones de MN y la relacion de EPC/ENC se realizaron de acuerdo con la
técnica descrita por Hayashi et al. (1990). Las muestras se tomaron de sangre periférica
de ratén, se colocaron en laminillas previamente tratadas con NA y se observaron en un
microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) con un filtro de excitacién azul y un
filtro de barrera amarillo, 24 horas después de su preparacion, procurando no exceder
los 8 dias después de la toma de la muestra. La tincion de los eritrocitos con NA, permite
diferenciar a los ENC de los EPC, ya que estos ultimos se tifien de color rojo debido a la
presencia de ARN. Con esta tincidn también se puede identificar la presencia de MN ya
gue el ADN se tifie de color amarrillo fluorescente. Para la evaluaciéon del dafio genotdxico
se cuantificaron los EPC con formacion de MN que hubo en 2000 EPC por raton y para
la evaluacion de dafio citotoxico la frecuencia de EPC que se encuentren en 1000
eritrocitos totales (EPC/ENC). Se calcularon también los promedios de induccion neta y

los promedios de induccion diferencial (Garcia-Rodriguez et al. 2001).

5.5. Evaluacion de viabilidad y muerte celular

Las evaluaciones de viabilidad, apoptosis y necrosis se realizaron con la técnica de
McGahon et al. (1995) con las modificaciones descritas por Garcia-Rodriguez et al.
(2013). Se obtuvieron muestras de sangre periférica de los ratones Unicamente a las 48
horas después de la administracién de los tratamientos y se centrifugaron durante 5
minutos a 2000 xg. Se retir6 el sobrenadante e inmediatamente se agrego la mezcla de
colorantes de NA/BrEt. Las muestras se colocaron en portaobjetos y se evaluaron
inmediatamente bajo un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) con una
emision de luz azul (480nm) y un filtro de luz amarilla (515-530nm). Se evaluaron 300

células por ratén, y se cuantificaron las células viables, apoptoticas y necroticas.
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5.6. Determinacion del 8-OHdG

Para la determinaciéon del 8-OHdG en plasma y orina se utilizd6 un ensayo
inmuno-enzimatico ELISA basado en el método propuesto por Asami et al. (1998). Se
empled una placa revestida con anti-raton IgG de cabra, un anticuerpo monoclonal de
ADN/ARN de dafio oxidante, un marcador que consiste en un conjugado de
8-OHdG-acetilcolinesterasa (8-OHdG-AChE) y el reactivo Ellman. La placa se lavo para
eliminar cualquier reactivo no unido y luego se afiadi6 el reactivo de Ellman. La
absorbancia se midi6 a 412 nm. La formacion de producto es inversamente proporcional

a la cantidad de 8-OHdG presente en la muestra.

5.7. Determinacion de la capacidad antioxidante total

La determinacion de la capacidad antioxidante total se realiz6 en plasma sanguineo
obtenido a las 48 horas de administrados los tratamientos mediante un kit comercial,
basado en el método ABTS propuesto por Miller et al. (1993). En este ensayo, el
2,2 'azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) se incub6 con mioglobina y H202
para producir ABTS™, la cual es de color azul-verde y se midié en espectrofotometro a
450 nm. Los antioxidantes presentes en la muestra disminuyen la concentracion de
ABTS™, lo que implica una reduccion en la absorcion proporcional a su concentracion. El
valor de la capacidad antioxidante total de las muestras analizadas se expresa como un

equivalente de la concentracion milimolar de solucién trolox.

5.8. Determinacion de la concentracién intracelular de glutation total

Los niveles de glutation total se determinaron en eritrocitos de sangre periférica utilizando
un kit comercial mediante el método de reciclaje enzimatico de Griffith (1980), en el cual
el GSH es oxidado por 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB, reactivo de Ellman) y
reducido por NADPH en presencia de GR. La formacion de &cido 2-nitro-5-tiobenzoico

(TNB) se monitorea a 412 nm. El contenido de glutatién total de la muestra se determiné
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por comparacion del valor observado con una curva estdndar generada a partir de

concentraciones conocidas de glutation total.

5.9. Analisis estadistico

Los resultados de la induccion de MN, de la relacion de los EPC, de apoptosis y necrosis,
de viabilidad celular y los niveles de antioxidantes totales, glutation total y de 8-OHdG se
presenté como media * desviacion estandar (x + d.e.) y se analizé mediante un andlisis
de varianzas (ANDEVA), seguido de una prueba de Tukey o Dunnet. A las frecuencias
de induccién diferencial de MN, consumos de agua y de alimento, se les realizé una
prueba de chi-cuadrada. Se empled el programa estadistico SPSS Statistic v21 vy
GraphPad Prism 5 (Adler et al. 1998; Garcia-Rodriguez et al. 2001). Para todos los

analisis se consideré una p<0.05 como significativa.
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6. Resultados

6.1. Peso de los ratones tratados con AA, a-TOH y CrOs3

En los grupos tratados con AA, CrOs y AA+CrOs tanto en el tratamiento a corto plazo
(Figura 7a) como a mediano plazo (Figura 7b) no hubo cambios significativos en los pesos

de los ratones en los diferentes dias de evaluacion.
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Figura 7. Promedio de peso de los ratones Hsd:ICR tratados con AA, CrOs y AA+CrOs.
a) tratamiento a corto plazo; b) tratamiento a mediano plazo.

En los grupos tratados con a-TOH, CrOs y a-TOH+CrO3 a corto plazo (Figura 8a) y

mediano plazo (Figura 8b) tampoco se observaron cambios significativos.
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Figura 8. Promedio de peso de los ratones Hsd:ICR tratados con a-TOH, CrOz y a-TOH+CrOs.
a) tratamiento a corto plazo; b) tratamiento a mediano plazo.
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6.2. Consumo de liquidos de los ratones tratados con AA, a-TOH y CrO3

El consumo acumulado de liquidos en los diferentes grupos a corto plazo fue entre 47 y
64 mL (Figura 9a). En los grupos de AA y AA+CrOs el consumo diario fue de 6.5y 5.9 mL
y la dosis total consumida de AA fue de 458.0 y 420.7 mg/kg respectivamente (Cuadro
1). En la Figura 9b se muestra que a mediano plazo hubo un consumo de liquidos entre
122 y 174 mL y en los grupos de AA, CrOs y AA+ CrOs disminuyeron significativamente
Su consumo con respecto al grupo testigo, mientras que en los grupos de AA y AA+CrOs
el consumo diario fue de 5.1 y 5.0 mL y las dosis totales consumidas de AA fueron de
1065.0 y 1194.0 mg/kg, respectivamente (Cuadro 1). El consumo diario de liquidos con

AA por ratén fue mayor en el tratamiento a corto plazo.
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Figura 9. Consumo acumulado de liquidos en los grupos tratados a corto y mediano plazo.

Cuadro 1. Consumo y dosis por dia y total de liquidos con AA por ratén en los grupos
tratados con AA a corto y mediano plazo.

Consumo diario (mL) Consumo total (mL)
Tratamiento | dosis diaria de AA | dosis total de AA
(mg/kg) por ratén (mg/kg) por ratén

29 AA 6.5/57.3 52.0/ 458.0
83 AA+CIO, 5.9/52.6 47.0/ 420.7
% S AA 5.1/44.4 122.0/ 1065.0
§ = AA+CrQ, 5.0/43.6 143.0/1194.0
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6.3. Consumo de alimento de los ratones tratados con AA, a-TOH y CrO3

El consumo acumulado de alimento en los diferentes grupos tratados a corto plazo fue
entre 29.8 y 26.0 (Figura 10a). El consumo diario en los grupos de a-TOH y a-TOH+CrOs
a corto plazo fue de 3.7 y 3.9 y la dosis total consumida de a-TOH fue de 39.4 y
35.9 mg/kg, respectivamente (Cuadro 2). Mientras que, en el tratamiento a mediano
plazo, el consumo acumulado de alimento fue entre 94 y 132 g (Figura 10b), observando
una disminucién significativa, en los grupos de a-TOH y a-TOH+CrOs. Las dosis totales
consumidas de a-TOH fue de 156.5 y 168.9 mg/kg (Cuadro 2).
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Figura 10. Consumo acumulado de alimento por ratén en los grupos tratados
a corto y mediano plazo.

Cuadro 2. Consumo y dosis por dia y total de alimento con a-TOH por ratén en los grupos
tratados con AA a corto y mediano plazo.

Consumo diario (g)/ Consumo total (g)/
Tratamiento dosis diaria de a-TOH dosis total de a-TOH
(mg/kg) por ratéon (mg/kg) por ratén

23 a-TOH 3.7/ 9.9 29.8/ 39.4
O 2 a-TOH+Cro, 3.9/13.0 26.0/ 35.9
% o  aTOH 4.0/13.0 93.5/156.5
ég a-TOH+CrO, 3.9/13.0 95.0/168.9
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6.4. Evaluacion de MN

La tincién de eritrocitos obtenida con NA para la técnica de MN se presenta en la Figura
11. Se identificé a los ENC que no se tifien porque ya han degradado el ARN (Figura
11A), mientras que los EPC tefiidos de color naranja fluorescente ya que aun contienen
ARN (Figura 11B). Los MN se distinguen como cuerpos redondos amarillo fluorescente,
por la presencia de ADN (Figura 11C).

B = O

Figura 11. Eritrocitos de sangre periférica de ratén tefiidos con NA.
(a) ENC, (b) EPC y (c) MN (1000x).

Al evaluar los MN, se observé variabilidad en el dia 0, por lo que se calcul6 el promedio
de induccién neta de MN con la finalidad de contabilizar solamente los MN que se
indujeron después de la administracion de los tratamientos. Este calculo consiste en
restar el numero de MN observados el dia 0, a los siguientes dias de evaluacion de cada
tratamiento, como lo indica la siguiente formula:

Promedio de induccion neta= MN, Xi— MN. Xo

Donde:
a = grupo
Xi = tiempo de evaluacion
Xo = tiempo O
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El analisis por tiempo y por grupo del promedio de induccion neta de MN para 1000 EPC
en los grupos de testigo agua, AA, CrOs y AA+CrOs a corto y mediano plazo se presenta
en la Figura 12. Al realizar este analisis se observa que en los dias 4 y 6 del corto plazo
(Figura 12a 'y 12b) y los dias 12 y 22 del tratamiento a mediano plazo (Figura 12e y 12f)
no hubo cambios significativos en los promedios de MN. En el grupo de CrOs se observé
un incremento significativo en los dias 8 y 10 del tratamiento a corto plazo y los dias 24
y 26 del tratamiento a mediano plazo con respecto a su grupo testigo (Figura 12c y 12d),
incluso en el tratamiento a mediano plazo la inducciéon de MN es mayor que lo observado
en el tratamiento a corto plazo. En los dias 8 y 10 del tratamiento a corto plazo (Figura
12c y 12d) se observo que en el grupo de AA+CrOs los promedios de MN disminuyeron
significativamente en un 78% y 83% contra el grupo CrOs.Por otra parte, en los dias 24 y
26 del tratamiento a mediano plazo (Figura 12g y 12h), en el grupo de AA+CrOs hay una
disminucion significativa del 76% y 64%. La diminucion de los promedios de MN fue

mayor en el tratamiento a corto plazo.
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Figura 12. Andlisis de los promedios de induccion neta de MN calculado por grupo para 1000 EPC
en los diferentes tiempos evaluados, dias 4, 6, 8 y 10 (corto plazo) y dias 12, 22, 24 y 26 (mediano
plazo). p<0.05: a: vs. Testigo agua; b: vs. AA+CrOs.
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El andlisis por tiempo y por grupo del promedio de induccién neta de MN para 1000 EPC
en los grupos de testigo agua, testigo aceite, a-TOH, CrOs y a-TOH+CrOs en los
tratamientos a corto y mediano plazo se presenta en la Figura 13. En este analisis se
observa que en los dias 4 y 6 del corto plazo (Figura 13ay 13b) y los dias 12 y 22 del
tratamiento a mediano plazo (Figura 13e y 13f) no hubo cambios significativos en los
promedios de MN. En el grupo de CrOs se observo un incremento significativo en los dias
8 y 10 del tratamiento a corto plazo y los dias 24 y 26 del tratamiento a mediano plazo
con respecto al grupo testigo (Figura 13g y 13h), incluso en el tratamiento a mediano
plazo la induccion de MN es mayor que lo observado en el tratamiento a corto plazo. En
el dia 8 y 10 del tratamiento a corto plazo (Figura 13c y 13d) se observd un incremento
del promedio de induccion neta en el grupo de a-TOH-CrOs con respecto al grupo testigo,
sin embargo, hubo una reduccion de 34 y 51%, la cual result6 estadisticamente
significativa, con respecto al grupo de CrOs (Figura 13c y 13d). Mientras que en el grupo
de a-TOH-CrOs del tratamiento a mediano plazo se observo que en los dias 24 (Figura

13g) una disminucion significativa del 57% al comparar con el grupo CrOs.
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Figura 13. Andlisis de los promedios de induccién neta de MN calculado por grupo para 1000 EPC
en los diferentes tiempos evaluados, dias 4, 6, 8 y 10 (corto plazo) y dias 12, 22, 24 y 26 (mediano

plazo). p<0.05: a: vs. Testigo agua; b: vs. a-TOH+CrOs.
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Con la finalidad de descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones, se calculo
el promedio de induccion diferencial, que consiste en restar los MN observados en todos
los dias de evaluacion del grupo testigo a sus correspondientes dias de evaluacion de
los grupos tratados, es decir:

Promedio de induccion diferencial = MN, Xi— MN; X;

Donde:

a = grupo tratado
t = grupo testigo
Xi = tiempo de evaluacion

El andlisis del promedio de induccion diferencial, a corto y mediano plazo se presenta en
la Figura 14 y 15. Se observa que el manejo de los animales no tuvo efecto sobre los MN
evaluados, ya que se muestra un comportamiento similar al del analisis de los promedios

de induccion neta.
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Figura 14. Analisis del promedio de induccion diferencial de MN por tiempo y grupo, calculado para
1000 EPC. a) tratamiento a corto plazo; b) tratamiento a mediano plazo. p<0.05: a: vs. CrOs.
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Figura 15. Analisis del promedio de induccion diferencial de MN por tiempo y grupo, calculado para
1000 EPC. a) tratamiento a corto plazo; b) tratamiento a mediano plazo.
p<0.05: & vs. CrOs; °: vs. a-TOH+CrO; dia 0.

6.5. Evaluacion de apoptosis y necrosis

La tincion diferencia con NA/BrEt permite determinar si las células estan o no en

apoptosis y en qué estado, temprano o tardio, ademas de diferenciar a las células

necroticas. Las células sanas son aquellas con una membrana y cromatina intacta, lo

cual sélo permite la entrada de NA, que al intercalase con el ADN, se tifien de color verde

(Figura 16A). Las células apoptoticas tempranas, presentan la cromatina condensada o

fragmentada y se tifien de verde fluorescente ya que la membrana aun esta intacta y el

BrEt no puede atravesarla (Figura 16B). Las células apoptéticas tardias tienen la

cromatina fragmentada y se forman vesiculas en la membrana, permitiendo la entrada

del BrEt que al intercalarse con el ADN se tifien de color rojo fluorescente (Figura 16C).

Y las células necréticas presentan una tincion roja fluorescente uniforme debido a la

entrada de BrEt en estas células. (Figura 16D).
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Figura 16. Células nucleadas de sangre periférica de ratdn tefiidas con NA/BrEt. (a) Células sanas,
(b) apoptoticas tempranas, (c) apoptoticas tardias y (d) necroticas (400x).

En la Figura 17 se presentan las evaluaciones de la apoptosis en los grupos tratados con
AA y CrOs evaluados el dia 8 del tratamiento a corto plazo (Figura 17a) y el dia 24 del
mediano plazo (Figura 17b) equivalente a las 48 horas después de la administracion de
CrOs. En el grupo de CrOs y de AA+CrOs a corto y mediano plazo se incrementaron
significativamente las células apoptéticas con respecto al grupo testigo. Mientras que en
los grupos combinados de ambos tratamientos se disminuyen significativamente los

promedios de células apoptoéticas al comparar con el grupo de CrOs.
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Figura 17. Promedios de células apoptéticas evaluados el dia 8 (corto plazo) y el dia 24 (mediano
plazo). p<0.05: &: vs. Testigo agua; ®: vs. AA+CrOs.

En la Figura 18 se presenta el analisis de la apoptosis en los grupos tratados con a-TOH,
y CrOs evaluados el dia 8 del tratamiento a corto plazo (Figura 18a) y el dia 24 del
mediano plazo (Figura 18b) es decir 48 horas después de la administracion de CrOs. En
los grupos de CrOs y los grupos combinados hubo un incremento significativo de las
células apoptoticas con respecto al grupo testigo. Sin embargo, al comparar con el grupo

de CrOs hubo una disminucion significativa.
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Figura 18. Promedios de células apopt6ticas evaluados el dia 8 (corto plazo) y el dia 24 (mediano
plazo). p<0.05: 2 vs. Testigo agua; ®: vs. a-TOH+CrOs.
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En la Figura 19 y 20 se presentan las evaluaciones de necrosis en los grupos tratados
con AA, CrOsy AA+CrOs (Figura 19) o a-TOH, CrOs y a-TOH+CrOs (Figura 20) evaluados
el dia 8 del tratamiento a corto plazo (Figura 19a y 20a) y el dia 24 del mediano plazo
(Figura 19b y 20b). Se observa que en ambos grupos de CrOsz hubo un incremento
significativo de las células necréticas con respecto al grupo testigo. Y en los grupos
combinados de los tratamientos a corto y mediano plazo hay una disminucion significativa

de células necréticas al comparar con el grupo de CrOs.
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Figura 19. Promedios de células necroticas evaluados el dia 8 (corto plazo) y el dia 24 (mediano
plazo). p<0.05: &: vs. Testigo agua; ®: vs. AA+CrOs.
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Figura 20. Analisis de los promedios de células necréticas evaluados el dia 8 (corto plazo) y el
dia 24 (mediano plazo). p<0.05: & vs. Testigo agua; ®: vs. a-TOH+CrO:s.
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6.6. Evaluacion de la relacion EPC/ENC y de la viabilidad celular

Los promedios de EPC/ENC evaluados en el tratamiento a corto plazo, en el grupo de
CrOs del dia 8 es mayor que el grupo testigo y su propio dia 0. En los grupos combinados
los promedios fueron menores que el grupo CrOs (Cuadro 3).

Cuadro 3. Promedios de la relacion EPC/ENC en 1000 células totales de sangre periférica de
ratones tratados a corto plazo con AA, a-TOH y CrOs.

Tratamiento Dia N EP(_;HOOOENC
(x +d.e)
0 743 £+ 3.8
4 68.6 + 3.4
Testigo agua 6 5 716 £ 3.2
8 734 £ 7.2
10 72.4 + 4.3
0 66.9 £+ 0.3
4 73.4 £ 05
Testigo aceite 6 5 739 + 0.6
8 68.7 £+ 0.6
10 78.0 £ 0.5
0 724 £ 04
4 709 £ 0.2
AA 6 5 68.5 + 0.7
8 789 + 0.3
10 712 + 0.4
0 727 £ 29
4 69.6 £+ 4.1
a-TOH 6 5 709 £+ 35
8 719 £+ 48
10 73.8 £+ 4.7
0 749 + 3.2
4 71.1 £+ 3.0
CrO; 6 5 76.1 £+ 3.9
8 105.5 + 27.7 abed
10 73.7 £ 4.4
0 72.1 £ 55
4 76.6 £ 6.7
AA+CrO; 6 5 742 £+ 49
8 73.1 £ 10.8
10 719 £+ 7.4
0 70.3 £ 3.2
4 736 £+ 2.8
aTOH+CrO3 6 5 70.2 £ 45
8 73.0 £+ 89
10 77.1 £+ 25

p<0.05: & vs. Testigo agua; °: vs. CrOs; & vs. AA+CrOs; % vs. a-TOH+CrOs.
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Los promedios de EPC/ENC evaluados en el tratamiento a mediano plazo, en el grupo
de CrOs son mayores que en el grupo testigo y su propio dia 0. En los grupos combinados,
los promedios de EPC/ENC fueron menores que el grupo tratado con CrO3 (Cuadro 4).

Cuadro 4. Promedios de la relacion EPC/ENC en 1000 células totales en sangre periférica de
ratones fratados a mediano plazo con AA, a-TOH y CrOs.

EPC/1000 ENC

Tratamiento Dia N (X +d.e)
0 76.3 £ 8.0
12 779 £+ 48
Testigo agua 22 5 68.8 £ 9.8
24 75.0 + 13.2
26 72.1 + 6.3
0 75.2 £ 0.7
12 708 £ 04
Testigo aceite 22 5 77.2 £+ 0.4
24 69.8 + 0.6
26 80.0 + 0.8
0 746 £ 04
12 69.0 £ 04
AA 22 5 741+ 04
24 68.1 + 0.8
26 73.0 + 0.6
0 69.2 + 4.8
12 747 + 4.2
a-TOH 22 5 754 £ 5.2
24 76.6 + 6.0
26 75.0+ 7.2
0 704 £ 3.2
12 703 + 44
CrO; 22 5 106.9 + 15.1abcd
24 153.1 + 30.42bcd
26 103.9 + 13.52bcd
0 708 £ 5.1
12 715 + 25
AA+CrO; 22 5 744 + 57
24 75.9 = 13.0
26 73.1+ 7.7
0 73.2 £ 45
12 76.3 £ 4.2
aTOH+ CrOs3 22 5 68.1 + 3.1
24 68.9 + 8.8
26 78.0 £ 6.6

p<0.05: 2 vs. Testigo agua; °: vs. CrOs; ¢ vs. AA+CrOg; % vs. a-TOH+CrO:s.
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Debido a que en los grupos estudiados se observa variabilidad en la relacién de los EPC
con respecto a los ENC, se realizo el analisis de viabilidad celular en leucocitos de sangre
periférica con la tincion diferencial de NA/BrEt (Garcia-Rodriguez et al. 2014), ya que
cuando un compuesto causa muerte celular, pueden activarse también los mecanismos
de division celular y, por lo tanto, enmascarar el efecto (Krishna et al. 1986; Hayashi et
al. 2000). Con el analisis de viabilidad celular por tincion diferencial con NA/BrEt se
pueden diferenciar a las células viables y no viables en funcién de la integridad de la

membrana.

En la Figura 21 se presenta el promedio de células viables y no viables en los grupos de
AA, CrOs y AA+CrOs de los tratamientos a corto (Figura 21a) y mediano plazo (Figura
21b). En los grupos tratados con CrOsz y AA+CrOs (corto plazo) se observa un incremento
significativo de los promedios de células no viables con respecto al grupo testigo agua,
mientras que en los grupos de AA+CrOs, a corto y mediano plazo, los promedios de

células no viables son significativamente menores que en el grupo tratado con CrOs.
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Figura 21. Promedios de células viables y no viables de los diferentes grupos tratados evaluadas el
dia 8 del tratamiento a corto plazo (a) y el dia 24 del tratamiento a mediano plazo (b).
p<0.05: &: vs. Testigo agua; ®: vs. AA+CrOs.

En la Figura 22 se observd un incremento significativo de las células no viables en los
grupos de CrOs y a-TOH+CrOs (corto plazo), mientras que los promedios de células no
viables en los grupos de a-TOH+CrOs a corto y mediano plazo disminuye

significativamente con respecto al grupo CrOs.
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Figura 22. Promedios de células viables y no viables de los diferentes grupos tratados evaluadas el
dia 8 del tratamiento a corto plazo (a) y el dia 24 del tratamiento a mediano plazo (b).
p<0.05: & vs. Testigo agua; : vs. a-TOH+CrOz.

6.7. Capacidad antioxidante total

En la Figura 23 se presenta la capacidad antioxidante total de los grupos de AA, CrOszy

AA+CrQOs, evaluados a las 48 horas después de la administracion del CrOs, es decir, el

dia 8 del tratamiento a corto plazo y el dia 24 del tratamiento a mediano plazo en los

grupos. Se observa que en los grupos combinados la capacidad antioxidante total se

incremento significativamente con respecto al grupo testigo agua y CrOs.
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Figura 23. Capacidad de antioxidantes totales en plasma de ratones. a) tratamiento a corto plazo
(dia 8); b) tratamiento a mediano plazo (dia 24) con AA, CrOs, AA+CrOs.
p<0.05: & vs. Testigo agua; ®: vs. CrOs.
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En la Figura 24 se presenta la capacidad antioxidante total de los grupos de a-TOH, CrO3s
y a-TOH+CrOs evaluadas a las 48 horas después de la administracion del CrOs, es decir,
el dia 8 para el corto plazo y el dia 24 para el mediano plazo. Se observa que en el grupo
combinado de corto plazo hay un aumento significativo de la capacidad antioxidante total
al comparar con el grupo testigo y CrOs. Mientras que en el tratamiento a mediano plazo

no hubo efecto sobre la capacidad antioxidantes totales.
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Figura 24. Capacidad de antioxidantes totales en plasma de ratones. a) tratamiento a corto plazo
(dia 8); b) tratamiento a mediano plazo (dia 24) con a-TOH, CrOs, a-TOH+CrOs.
p<0.05: & vs. Testigo agua; °: vs. CrOs.

6.8. Niveles de glutation total

En la Figura 25 se presentan los niveles de glutation total en el tratamiento a corto
(Figura 25a) y mediano plazo (Figura 25b), en el grupo de AA a mediano plazo se
disminuye significativamente el nivel de glutation total contra el grupo testigo. En los
grupos de CrOs los niveles de glutation total disminuyen en comparacion con el grupo
testigo, mientras que en los grupos de AA+CrOs a corto y mediano plazo el nivel de
glutation total aumenta significativamente contra los grupos CrOs, y en el caso de corto

plazo también resulta significativo contra el grupo testigo.
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Figura 25. Promedio de las concentraciones de glutation total en plasma de ratones. a) tratamiento a
corto plazo (dia 8); b) tratamiento a mediano plazo (dia 24) con AA, CrOs y AA+CrO3 evaluados los
dias 8 y 24. p<0.05: 2 vs. Testigo agua; °: vs. AA+CrOs.

En la Figura 26 se observan los niveles de glutation total en el tratamiento a corto (Figura
26a) y mediano plazo (Figura 26b) en los grupos tratados con a-TOH, CrOsz y
a-TOH+CrOs. En el grupo de a-TOH se observa un ligero aumento que resulta
significativo al comparar con el testigo aceite, mientras que en el grupo de CrOs el nivel
de glutatién total disminuye en comparacion con el grupo testigo agua, en los grupos de
a-TOH+CrOs a corto y mediano plazo el nivel de glutation total incrementa
significativamente al comparar con el grupo de CrOs y en el caso del grupo combinado

de mediano plazo el aumento también resulta significativo contra el testigo agua.
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Figura 26. Promedio de las concentraciones de glutation total en plasma de ratones. a) tratamiento a
corto plazo (dia 8); b) tratamiento a mediano plazo (dia 24) con a-TOH, CrOsz y a-TOH+CrOs.
p<0.05: 2 vs. Testigo agua; °: vs. aceite, ©: vs. a-TOH+CrOs.

6.9. Niveles de 8-OHdG

En la Figura 27 se observan los niveles de 8-OHdG en plasma con el tratamiento a corto
(Figura 27a) y mediano plazo (Figura 27b) en los grupos tratados con AA, CrOs y
AA+CrOs. Se observa que en el grupo de AA+CrOs a mediano plazo disminuyen

significativamente los niveles de 8-OHdG con respecto al grupo testigo y CrOs.
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Figura 27. Promedio de las concentraciones 8-OHdG en plasma de ratones. a) tratamiento a corto
plazo (dia 8); b) tratamiento a mediano plazo (dia 24) con AA, CrOz y AA+CrQO:s.
p<0.05: 2 vs. Testigo agua; °: vs. CrOs.
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En la Figura 28 se observan los niveles de 8-OHdG en plasma con el tratamiento a corto
(Figura 28a) y mediano plazo (Figura 28b) en los grupos tratados con a-TOH, CrOs y
a-TOH+CrOs. En el grupo de a-TOH del tratamiento a corto plazo hubo un aumento
significativo de los niveles de 8-OHdG con respecto al grupo testigo aceite. Se observa
que en el grupo de a-TOH+CrOs a mediano plazo disminuyen significativamente los

niveles de 8-OHdG al comparar con el grupo CrOs.
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Figura 28. Promedio de las concentraciones 8-OHdG en plasma de ratones. a) tratamiento a corto
plazo (dia 8) b) tratamiento a mediano plazo (dia 24) con a-TOH, CrOs y a-TOH+CrOs.
p<0.05: &: vs. Testigo aceite; °: vs. CrOa.

En la Figura 29 se observan los niveles de 8-OHdG en orina con el tratamiento agudo de
AA, a-TOH, CrOs, AA+CrOs y a-TOH +CrOs. En el grupo tratado con CrOs se incrementan
significativamente los niveles de 8-OHdG, por el contrario, en ambos grupos combinados

se observa una disminucion significativa con respecto al grupo de CrOs.
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Figura 29. Promedio de las concentraciones 8-OHdG en orina de ratones con el tratamiento agudo
de AA, a-TOH, y CrOs evaluados a las 48 horas. p<0.05: 2: vs. Testigo agua;
b:vs. AA+CrOgz; ©: vs. a-TOH+CrOs.
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Cuadro 5. Resumen de los resultados obtenidos en los tratamientos a corto plazo en los diferentes parametros de evaluacion.

Evaluacion

Tratamiento Dosis Via de
(mg/kg) administracion Viabilidad [Antioxidantes [Glutation [8-OHdG]

MN Apoptosis Necrosis EPC/ENC

celular totales] total] plasma
Oral ad libitum
AA 100 Foe] +/ +/ +/ +/ +/ +/ +/ +/
o-TOH 20 Oral ad libitum /- +/— +/- +/- +/- +/- - +
(alimento)
CrOs 20 i.p. + + + + + + + - = +/- - - +/—
AA+CrO;  100+20 Oral ad libitum ~ _ _ _ _ L 44 + 4 - /-
(agua)+i.p.
a-TOH+ Oral ad libitum
CrO; 20420 Glimento)+i.p. o s + +/
—: decremento leve; — —: decremento moderado; +: incremento leve; ++: incremento moderado; +/-: sin efecto. Los grupos de AA, a-TOH y

CrO3 se compararon contra su propio testigo y los grupos de AA+CrO3z y de a-TOH+CrO3z se compararon con el grupo de CrOs.
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Cuadro 6. Resumen de los resultados obtenidos en los tratamientos a mediano plazo en los diferentes parametros de evaluacion.

Evaluacion

Tratamiento Dosis Via de

(mg/kg) administracion MN Apoptosis Necrosis EPC/ENC Viabilidad [Antioxidantes [Glutatién] [8-OHdG]
celular totales] plasma
Oral ad libitum
AA 100 e +/ +/ +/ +/ +/ +/ +/
Oral ad libitum
a-TOH 20 (alimento) +/ +/ +/ +/ +/ +/ + +/
CrO; 20 i.p. + + AR s + + + + — = +/- - - +/-
AA+Cro, 100+20 Oraladlibitum - _ - - - + o+ + o+ + __
(agua)+i.p.
a-TOH+ Oral ad libitum
CrOs 20+20 (alimento)+i.p. o +/ +
- decremento leve; — —: decremento moderado; +: incremento leve; ++: incremento moderado; +/-: sin efecto. Los grupos de AA, a-TOH y

CrO3 se compararon contra su propio testigo y los grupos de AA+CrOz y de a-TOH+CrO3 se compararon con el grupo de CrOs.
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7. Discusion

El consumo de antioxidantes tales como el AA y el a-TOH, se ha relacionado con la
mejora en el dafio oxidante, ya que pueden prevenir la incidencia de enfermedades
cronico-degenerativas relacionadas con el dafio al ADN como es el cancer. Ya que los
antioxidantes pueden inactivar moléculas altamente reactivas, como los RL, que se
generan de manera normal durante varios procesos bioguimicos en las células o por la
exposicién a xenobioticos como el Cr(VI) (Singh et al. 2008; Chung et al. 2011). De ahi
gue en el presente estudio se evaluo el efecto de los tratamientos a corto y mediano plazo
del AA y del a-TOH sobre el dafio oxidante del ADN en ratones Hsd:ICR expuestos a
CrOs y su relaciéon con la apoptosis, viabilidad celular y los niveles de antioxidantes y 8-
OHdG.

Los animales utilizados durante este estudio se evaluaron periddicamente, para detectar
cambios en el peso corporal y la ingesta de agua y alimento. En los grupos tratados con
CrQOs, solo o en combinacion, se observo una tendencia a disminuir el peso corporal, que
resultd estadisticamente significativo en el grupo de a-TOH+CrOs a corto plazo. La
disminucién en el peso corporal en ratones tratados con Cr(V) fue descrita por Rao et al.
(2009), quienes observaron que, ademas, hubo una disminucién significativa de los
niveles de proteinas, lo cual se relaciona con la produccién excesiva de EROs durante
su reduccion a Cr(lll) que a su vez produce EOX, lo que conduce al deterioro o dafio de
las proteinas de los tejidos (Bagchi et al. 2002).

Las dosis planteadas fueron de 100 mg/kg para el caso del acido ascérbico o 20 mg/kg
de a-TOH por 6 dias (corto plazo) y 22 dias (mediano plazo), sin embargo, debido a que
los antioxidantes se adicionaron al agua o alimento, y por lo tanto el consumo fue ad
libitum, la dosis promedio consumida diariamente de AA fue de 55 mg/kg en el tratamiento
a corto plazo y de 44 mg/kg a mediano plazo; y para el caso del a-TOH la dosis promedio
fue de 11.45 mg/kg a corto plazo y 13 mg/kg a mediano plazo. Las dosis de AAy a-TOH
gue se emplearon en este estudio fueron menores a la LDso (Dosis Letal 50) para ratones
(USP DI, 1999). Cabe mencionar que los grupos de CrOs solo y combinados, tuvieron

una tendencia a disminuir el consumo de agua y alimento siendo significativas las

51



Hernandez Cortés Lourdes Montserrat

diferencias en el tratamiento a mediano plazo, debido posiblemente a los efectos toxicos
del CrOs.

Los animales tratados a corto o mediano plazo con AA o a-TOH a no presentaron efectos
toxicos. Incluso se ha informado en diversos estudios que dosis de 10-400 mg/kg de AA
via i.g. por periodos de 11-90 dias en roedores y de 500-5000 mg/dia en humanos
durante 2 semanas no inducen efectos toxicos (Vojdani et al. 2000; Zanardo et al. 2003;
ElShafai et al. 2011; Shivavedi et al. 2018). Por otra parte, el tratamiento oral con a-TOH
en roedores en dosis de 50-100 mg/kg via i.g. durante 20-90 dias y de hasta 500 mg/dia
durante 8 semanas en humanos tampoco produjo efectos téxicos (Ota et al. 2004; Li et
al. 2015; Mandil et al. 2016; Elayapillai et al. 2017).

Los tratamientos con los antioxidantes solos, AA o a-TOH, a corto y mediano plazo no
tuvieron efectos genotoxicos, ya que durante los 10 o 26 dias de tratamiento no
incrementaron las frecuencias de MN. En estudios previos en nuestro laboratorio se ha
demostrado que la administracion de 100 mg/kg de AA i.p. 0 20 mg/kg i.g. de a-TOH en
tratamientos agudos no incrementa los MN en EPC (Garcia-Rodriguez et al. 2012a,
2016). Por otra parte, se ha observado que el tratamiento en ratones durante 10 dias con
dosis superiores a las de este estudio (1000 mg/kg de AA o 1200 Ul (unidades
internacionales) de vitamina E (804 mg/kg de a-TOH) via oral) no tiene efecto genotéxico,
ya que no se incrementan los promedios de MN ni el porcentaje de dafio al ADN,
cuantificado mediante ensayo cometa (Miranda-Vilela et al. 2014). Cabe destacar que,
en los estudios mencionados, y en la mayoria de los estudios en los que la administracion
de los antioxidantes es via oral, se usé la sonda intragastrica. En humanos, el tratamiento
a largo plazo con AA con 100 mg/kg via oral durante 30 dias tampoco tiene efectos
genotoxicos, al no incrementar la frecuencia de MN, por el contrario, disminuye los MN
basales en el epitelio bucal (Abasova et al. 2013). De igual forma, se ha descrito que
dosis de 50 mg/kg de a-TOH (proporcionado por cereales) en humanos durante 8
semanas no incrementa la frecuencia de MN (Fenech et al. 1997).

La administracion de CrOs indujo un incremento significativo de los promedios de MN,
con lo que se corrobora su efecto genotoxico, ampliamente descrito para los compuestos
de Cr(VI) (O'Brien et al. 2003; Henkler et al. 2010) y particularmente para el CrOs
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(Garcia-Rodriguez et al. 2012b, 2013). La mayor induccion de MN fue al dia 8 (corto
plazo) y 24 (mediano plazo), lo que corresponde a las 48 horas después de la
administracion, debido a que la mayor distribucion y biotransformacién de los agentes
quimicos se presenta a esta hora (Heddle et al. 1983; Hayashi et al. 1990). Se ha
planteado que el dafio genotoxico inducido por los compuestos de Cr(VI), es a través de
la generacion de EROs durante su reduccion intracelular a Cr(lll), ya que Cr(VI) tiene la
capacidad de atravesar la membrana celular mediante canales transportadores de
aniones y dentro de la célula se reduce rapidamente por reductores celulares (GSH,
ascorbato y NADPH) a Cr(V), Cr(1V) y Cr(lll), estos intermediarios son altamente reactivos
y tienen afinidad con las bases y fosfatos de ADN, por lo que pueden causar dafios al
ADN por la producciéon de EROs que, a su vez, pueden inducir rupturas, aductos en la
cadena del ADN, entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas, y por lo tanto, inducir
dafo mutagénico y carcindgeno (O’Brien et al. 2003; Arita y Costa, 2009; Jomovay Valko,
2011).

El consumo de AA a corto y mediano plazo previo a la administracion de CrOs redujo
entre un 64 y 83% los promedios de MN al comparar con el grupo CrOgs, lo cual confirma
el efecto protector que tiene el AA sobre el dafio genotéxico inducido por CrOs
(Garcia-Rodriguez et al. 2012a, 2016), por lo que el AA también protege con tratamientos
prolongados y via oral ad libitum. El tratamiento a corto plazo presenté una mayor
reduccion de MN que el tratamiento a mediano plazo, particularmente en el dia 10 en el
que se observéd una disminucién del 80%. Se ha observado en otros estudios a corto
plazo que el dafio genotéxico inducido por diferentes xenobidticos como la radiacion UV,
metronidazol y radiacion de cobalto-60, reduce entre un 60y 70 % por el consumo de AA
i.g. 0 en agua potable hasta por 10 dias, en dosis de (23.3 mg/kg o 500 mg/kg)
(Das et al. 2013; Zufiiga-Gonzalez et al. 2015). Mientras que, en estudios donde el
consumo de AA ha sido por 28-30 dias, en dosis de 15 mg/kg o 1000 mg/kg, la proteccion
del dafio inducido por miltefosina o anfepramona, fue de 30-35%, y se observoé reduccion
de la inducciéon de MN y del dafio al ADN evaluado por ensayo cometa (Silva-Nunes,
2013; Castelo-Branco et al. 2019). La mayor proteccion observada en el tratamiento a
corto plazo nos sugiere que el AA actia de manera inmediata. Y debido a que el
mecanismo de absorcién es saturable, al ingerir grandes cantidades, el porcentaje de
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absorcion disminuye, por lo que la biodisponibilidad también disminuye, mientras la

excrecion de orina aumenta (Graumlich et al. 1997; Chehue et al. 2013; Du et al. 2012).

El efecto protector del AA sobre el dafio genotoxico inducido por CrOs, observado en
presente estudio, puede deberse a que el AA es capaz de eliminar las EROs,
disminuyendo asi el dafio al ADN. Se ha encontrado que la presencia de Cr(VI) en la
célula es reaccionar principalmente por los antioxidantes GSH y AA, ya que estas
moléculas se unen a Cr(VI) y lo reducen a Cr(lll). Se ha demostrado en estudios in vivo
que el AA es el eliminador predominante (80-95%) en la reduccion de Cr(VI). La reduccion
mediada por AA es mas rapida y genera rendimientos del 25-80% menos de moléculas
oxidantes en comparacion con la reduccion de Cr(VI) mediada por GSH (Macafie et al.
2010; Wong et al. 2012, Chen et al. 2019). Ademas de que el pretratamiento de los
animales con ascorbato disminuye la formacion de Cr(V), evitando asi, que Cr(V) pueda
reaccionar a través de la reaccién de Fenton con H202 y formar el *OH. La actividad
antioxidante del AA se debe a que dona facilmente sus electrones a los RL para
neutralizarlos, y de esta manera genera DHA y AA®, el cual es un radical poco reactivo.
Ademas, es capaz de regenerarse nuevamente a AA o DHA e incluso participar en la
regeneracion de a-TOH (Padayatty et al. 2002; Yeum et al. 2004; Valko et al. 2006;
Du et al. 2012).

Con respecto al consumo de a-TOH previo al tratamiento con CrOg, la reduccién de los
promedios de MN fue de 34-57%, por lo que se demuestra que el a-TOH protege del
dafo genotoxico inducido por CrOg, lo cual concuerda con estudios anteriores en nuestro
laboratorio, en los que el a-TOH fue administrado en una sola dosis de 20 mg/kg previo
a la administracién de CrOs y V20s (Garcia-Rodriguez et al. 2012a, 2016). La mayor
proteccion por parte del a-TOH fue del 57% en el dia 24 del tratamiento a mediano plazo.
Sin embargo, se ha encontrado en estudios con ratas que el consumo de 50, 100 o 400
mg/kg de a-TOH por 5 o 7 dias protege del dafio genotéxico inducido por arsenito de
sodio o fipronil entre un 50-90% en la reduccion de MN, asi como un 63% y 74% en la
reduccion de aberraciones cromosémicas y en el porcentaje de dafio al ADN (cometas)
(Oyagbemi et al. 2018; Badgujar et al. 2017). Mientras que en estudios en ratas con dafo

genotoxico inducido por arsenito de sodio o bisfenol A, con tratamientos de 30 o 90 dias
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con a-TOH via oral en dosis de 40 o 400 mg/kg, se observé una disminucion de MN del
46 o 50% (Balakumar et al. 2010; Srivastava y Gupta, 2016) lo cual corrobora los
resultados obtenidos en este estudio, por lo que se sugiere que el a-TOH actia de
manera progresiva. Sin embargo, es importante recalcar que, en los estudios
mencionados, el a-TOH fue administrado via i.g. EI mecanismo de accidén antioxidante
del a-TOH consiste en interrumpir el proceso de lipoperoxidacion, mediante la donacion
de un hidrégeno al LOQ®, lo cual genera al a-TO®, poco reactivo, incapaz de continuar la
reaccion en cadena de la lipoperoxidacion lipidica. El a-TOH también puede reaccionar
con los radicales triclorometil, *OH, O2* y oxigeno sigulete (*O2) (Sagayo et al. 2007;
Fukusawa, 2008; Engin, 2009). Por lo que, con base en los resultados obtenidos en este
estudio, el efecto antigenotoxico que se observé con el consumo de a-TOH inducido por
CrOs, puede estar relacionado con la captura de EROs incluyendo los RL que se generan

durante la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll).

El aducto 8-OHdG es uno de los marcadores oxidantes en el ADN que se miden con mas
frecuencia, ademas de que es altamente mutagénico. Sin embargo, la mayoria de estos
aductos son eliminados mediante mecanismos de reparacion como BER (reparacion por
escision de bases), para después ser transportados por plasma, saliva u orina para su
excrecion, donde puede ser detectado y cuantificado como un producto de reparacion,

tal como se realiz6 en este estudio (Wu et al. 2004; Singh et al. 2013; Nakabeppu, 2014).

Al evaluar los niveles de 8-OHdG en plasma se observé que el grupo de AA+CrOs a
mediano plazo presenté una reduccion alrededor del 31.8% con respecto al grupo testigo
y al CrOs mientras que en el grupo de a-TOH a corto plazo los niveles incrementan 5.5%
con respecto al testigo aceite. Sin embargo, la cuantificacion de los niveles fue muy baja,
ya que se ha descrito que la concentracion de 8-OHdG en trabajadores
ocupacionalmente expuestos a Cr(VI) es alrededor de 2.5 a 2.8 ng/mL en plasma lo cual
es significativamente mayor que lo obtenido en este estudio (Li et al. 2014). Debido a
esto, se realiz6 la determinacion de 8-OHAG en orina en los tratamientos agudos con AA,
a-TOH, CrOs y grupos combinados, con lo cual, se observo que los niveles de 8-OHdG
tienen un incremento significativo del 136.9% en el grupo tratado con CrOgs, lo que sugiere

gue no se estan activando los sistemas de reparacion, ya que se ha descrito que algunos
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iones metalicos pueden inactivar los sistemas de reparacion y con ello inducir
genotoxicidad mediante la generacion de EOx (Foksinski et al. 2007; Wawrzyniak et al.
2013; Wu et al. 2015). Por lo que se sugiere que el incremento de los niveles de 8-OHdAG
en orina en el grupo de CrOs fue producido por el EOx generado durante la reduccion
intracelular de Cr(VI) a Cr(lll) (Hodges y Chipman, 2002; Maeng et al. 2003). El
incremento de los niveles de 8-OHAG en orina se ha observado en trabajadores
expuestos a Cr(VI), en los que los niveles de 8-OHdG fueron de 23.8 ng/mL en promedio
(con un rango de 1.1-975.0 ng/mL) (Setyaningsih et al. 2015), sin embargo, en nuestro
estudio, los niveles fueron de 140 ng/mL, es decir casi 6 veces mas que el promedio de
los trabajadores expuestos, lo que podria deberse a que la exposicion al Cr(VI) puede
dafiar el rifion y por ello, causar cambios en la concentracion de 8-OHdG en la orina
(Wang T et al, 2011).

En contraparte, en los grupos combinados, de los tratamientos a corto y mediano plazo
y del tratamiento agudo, se observé una disminucién significativa de los niveles de
8-OH-dG del 44.4% en el grupo de AA+CrOs y del 51.3% en el grupo de a-TOH+CrOs.
La reduccién muy probablemente se debe al potencial antioxidante del AA y a-TOH, ya
gue estos antioxidantes son capaces de neutralizar las EROs, como lo es *OH producido
por la reduccion de Cr(VI) a Cr(lll) (Foksinski et al. 2007 y Wawrzyniak et al. 2013). En
diversos estudios in vitro e in vivo se ha demostrado que los niveles plasmaticos altos y
el consumo de AA o a-TOH por 1 hasta 28 dias, en diferentes modelos bioldgicos
expuestos a EOx producido por xenobidticos (nicotina, arsénico, etanol o ciclofosfamida)
o condiciones patoldgicas (periodontitis o distrofia) disminuyen significativamente los
niveles de aductos en el ADN, particularmente del 8-OHdG, detectado en fluidos (plasma
y orina) y tejidos (higado, aorta, rifion) desde el 18 hasta el 95% (Cheng et al. 2003; Ekuni
et al. 2009; Yang et al. 2012; Ma et al. 2013; Passarieux et al. 2015). De ahi que al
relacionar estos resultados con los de MN y apoptosis, se corrobore que los antioxidantes

a corto y mediano plazo podrian actuar antes de que el CrOs genere dafio genotéxico.

Al realizar el analisis de apoptosis en los grupos tratados solo con AA o a-TOH, a corto y
mediano plazo, no se incrementaron los promedios de células apoptoéticas, por lo que, al

relacionar estos resultados con los promedios de MN, se sugiere que al no haber células
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genéticamente dafiadas no hay células que mandar a apoptosis, corroborando que el
consumo de AA o a-TOH no induce dafio genotoxico. La apoptosis, es un tipo de muerte
celular que ocurre de manera normal en los organismos que puede ser activada por una
variedad de xenobidticos, incluidos metales, como un mecanismo para eliminar las
células genéticamente dafiadas. Por lo que la apoptosis ocurre esencialmente cuando el
dafio celular, incluido el dafio al material genético, ha excedido la capacidad de
reparacion. Por lo cual al ser una de las respuestas celulares frente al dafio al ADN, la
apoptosis puede ser considerada como un marcador de dafio genotéxico (Hayashi et al.
1990; Wu et al. 2012; Garcia-Rodriguez et al. 2013). En el grupo de CrOs se observo un
incremento significativo de las células apoptéticas, lo que confirma los resultados
obtenidos en estudios previos en nuestro laboratorio, cuando se administraron dosis
iguales a las empleadas en este estudio (Garcia-Rodriguez et al. 2015, 2017). Se ha
documentado que las EROs producidas durante la reduccién de Cr(VI) a Cr(lll) genera
EOx y que, a su vez, puede dafar el ADN y alterar la homeostasis celular, lo que
desencadena la apoptosis (Banu et al. 2011). Por lo tanto, las EROs generadas a partir
de la reduccion del Cr(VI) juegan un papel importante en la via de sefalizacién de
apoptosis (Hayashi et al. 2004; Garcia-Rodriguez et al. 2013). Particularmente, se ha
considerado que las vias principales implicadas en la apoptosis inducida por Cr(VI), son
por medio de las rutas dependientes e independientes de la proteina p53, ademas de una
disminucién de la proteina Bcl-2 (anti-apoptética) (Singh, 2008; Banu et al. 2011). Si bien
la apoptosis es un mecanismo relevante para el mantenimiento de una poblacién de
células funcionales y sanas, hay un margen de actividad apoptética que si se rebasa
puede conducir a errores que permiten a las células dafiadas escapar de la muerte celular
y proliferar, lo cual podria ser un factor importante en la carcinogénesis que se ha
observado en personas expuestas a cromo (Das et al. 2015).

Cuando el AA o el a-TOH se consumieron previo a la administracion CrOs hubo un
comportamiento similar tanto a corto como a mediano plazo, al disminuir
significativamente las células apoptoéticas al comparar con el grupo administrado s6lo con
CrOs. Esto podria estar relacionado con la disminucion de MN observada en los grupos
combinados, sugiriendo que, al haber menos células con dafio al ADN, menos células
son enviadas a apoptosis, por lo que los antioxidantes actian antes de que se produzca
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un dafio. Esto concuerda con otros estudios, pues se ha mostrado que las vitaminas
antioxidantes como la vitamina C (AA) o E (a-TOH) inducen la apoptosis en células
dafadas, pero no en células normales (Borek, 2004; Miranda-Vilela et al,. 2014). Se ha
observado que la administracion con AA via oral o i.p. e incluso en estudios in vitro, las
células apoptoéticas inducidas por diferentes xenobiodticos (anfepramona, plomo)
disminuyen significativamente (Banu et al. 2011; Khordad et al. 2013; Silva-Nunes et al.
2013) y se ha mostrado que el AA tiene un efecto anti-apoptético al disminuir la proteina
Bax y mejorar la proteina Bcl-2 (EIBakry y Tawfik, 2014; Afifi y Embaby, 2016). Por otra
parte, en estudios donde se ha inducido la apoptosis por xenobiéticos como el arsenito
de sodio o fipronil, o bien en condiciones de hipoxia o hiperglucemia proponen que el
consumo de a-TOH tiene efectos anti-apoptéticos, al disminuir significativamente las
células apoptoéticas, mediada por la disminucion en la expresion de caspasa-3 y
promoviendo la Bcl-2 y Akt, sugiriendo que su efecto anti-apoptotico se debe a sus
propiedades antioxidantes (Oyagbemi et al. 2018; Abdel-Daim y Abdeen, 2018; Wu et al.
2018). De acuerdo con De Carvalho et al. (2019) los antioxidantes pueden disminuir los
niveles de EROs, por lo tanto, inhibir la apoptosis inducida por EROs.

Al evaluar la citotoxicidad mediante la relacion de EPC con respecto a los ENC, se
observa un incremento significativo de los EPC/ENC en el grupo tratado con CrOs en los
dias 8 del tratamiento a corto plazo y 22, 24 y 26 del tratamiento a mediano plazo con
respecto al testigo. Por lo que al comparar con los grupos combinados de AA o a-TOH
de ambos tratamientos, los promedios de EPC/ENC se normalizan, lo cual da un indicio
del efecto citotoxico del CrOs y de la proteccion de los antioxidantes. Si bien la OECD
(2016) indica que al realizar la prueba de MN se determine también la frecuencia de
EPC/ENC, este parametro debe tomarse con reserva, debido a que cuando un
compuesto causa muerte celular, pueden activarse también los mecanismos de division
celular y por lo tanto enmascarar el efecto (Krishna et al. 1986; Hayashi et al. 2000). De
ahi que se realizara la evaluacion de viabilidad celular empleando la técnica de NA/BrEt
de acuerdo con la técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013). Se observé que
la administracion de CrOs incrementd significativamente las células necréticas y, por
ende, hubo una disminucion significativa en las células viables. Lo anterior coincide con
otros estudios in vivo e in vitro donde se ha observado que los compuestos de Cr(VI)
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aumentan la pérdida de la viabilidad celular al incrementar la tasa de células necroéticas
y los niveles de TNF-a y disminuir las células viables (Bagchi et al. 2002; Karaulov et al.
2019; Shil y Pal, 2019). Se ha informado que los compuestos de Cr(VI) son altamente
toxicos para las células, y su citotoxicidad parece estar mediada por el EOx y el dafio en
el ADN (EIBakry y Tawfik, 2014).

En contraparte, los tratamientos a corto y mediano plazo con AA o a-TOH, no tuvieron
efectos sobre las células necréticas y no viables, por lo que su consumo durante 6 hasta
22 dias no tiene efecto citotoxico. Por el contrario, se ha observado que el consumo o
administracion de estos antioxidantes protegen del dafio citotoxico inducido por metales
(Hasaneinl y Emamjomeh, 2019). Particularmente la ingesta de AA en dosis de 60y 120
mg/kg o 2 y 10 mg/kg de a-TOH durante 5 hasta 30 dias protegen del efecto citotoxico
inducido por compuestos metalicos, como el dicromato de potasio o el cloruro de niquel
e incluso de mezclas de metales (cadmio, cobre, plomo y zinc) (Rao et al. 2009; EIBakry
y Tawfik, 2014; Harabawy y Mosleh, 2014). Se ha propuesto que la via oral, al tener una
absorcion intestinal limitada o excrecion renal rapida, no produce concentraciones de
ascorbato plasmatico prooxidantes (Chen et al. 2008). De ahi que, se sugiere que el AA
y el a-TOH son capaces de proteger o modular no sélo el dafio genotdxico, sino también
del dafio citotdxico inducido por compuestos de Cr(VI) in vivo.

Por otra parte, la alteracion de la homeostasis redox es crucial en la toxicidad inducida
por los compuestos de Cr(VI) (Valko et al. 2006). Por ellos es importante medir la
capacidad antioxidante total, un biomarcador que permite determinar el potencial
antioxidante en fluidos corporales por la accién antioxidante de los compuestos
consumidos que se absorben y estan presentes en el plasma (Fraga et al. 2014). Se
determinaron los niveles de antioxidantes totales y glutation total. Con la evaluacién de
la capacidad de antioxidantes totales presentes en plasma, se observé que los grupos de
antioxidantes solos y en el grupo de CrOgs, a corto y mediano plazo, no presentan cambios
significativos. Esto pudo deberse a que la homeostasis redox se mantiene por un sistema
complejo donde el cambio en la concentracion de un antioxidante puede ser compensado
por otro (Benzie y Strain, 1999; Marim et al. 2015). Mientras que en los grupos de

combinados de AA+CrOzs de ambos tratamientos (siendo mas evidente en el tratamiento
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a corto plazo) y el grupo de a-TOH+CrOs a corto plazo se incrementaron
significativamente los niveles de antioxidantes totales con respecto al grupo de CrOs lo
que podria indicar que la via de proteccion del dafio al ADN es mediante la estimulacion
del sistema antioxidante. Nuestros resultados coinciden con lo observado en otros
estudios, donde se ha vito que la ingesta diaria de 50 hasta 1000 mg/kg de AA o 150
mg/kg de a-TOH o 400 Ul de vitamina E (268 mg/kg de a-TOH) durante 1, 3 o0 hasta 12
meses en ratas o trabajadores expuestos a plomo incrementan significativamente los
niveles de antioxidantes totales (Renddén-Ramirez et al. 2014; Karamian et al. 2015;
Salehi et al. 2015). Sin embargo, no existen estudios donde se evalle este parametro en
ratones tratados con los antioxidantes en el agua o alimento expuestos a Cr(VI). Se ha
propuesto que un aumento en la capacidad antioxidante esta relacionado con la
disminucién de EOx por la eliminacion de RL (Boyacioglu et al. 2014). Por lo que estos
resultados nos sugieren que el AAy el a-TOH disminuye el EOx al aumentar la capacidad

antioxidante total.

El glutation es el principal tiol celular y participa en la proteccion de las células contra el
dafio producido por compuestos toxicos, EROs y ERN debido a su capacidad de
capacidad de reaccionar directamente con el H,O,, O, y *OH. Es capaz de quelar y
desintoxicar metales poco después de que ingresen a la célula (Rao et al, 2009). Cuando
se evalud la concentracion de glutation total, se observé que el tratamiento de AA a
mediano plazo disminuyé los niveles de glutation total, lo que concuerda con
observaciones en eritrocitos humanos, el AA puede disminuir las concentraciones de
GSH, NADPH y NADH, sin que cause EOx (May et al. 2001). El tratamiento con CrOs
disminuye la concentracion de glutation total. Se sabe que la disminucion significativa en
GSH es un indicador de EOXx, ya que se ha sugerido que el agotamiento en la actividad
de GSH podria deberse a su participacion en la formacion de complejos de cromo,
ademas de que puede reflejar su uso para contrarrestar el dafio oxidante bajo la influencia
de EROs generados por el EOx y, por lo tanto, el GSH proporciona una de las principales
defensas contra el dafio celular inducido por EROs (Rao et al. 2009; Harabawy y Mosleh,
2014; Mandil et al. 2016). Por lo que la disminucion significativa en los niveles de glutation
total observada en este estudio puede deberse a su utilizacion al eliminar el *OH

generado por el EOx producido durante la reduccion intracelular del Cr(VI)
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Por otra parte, en los grupos de a-TOH solo y los grupos combinados de AA+CrOs y
a-TOH+CrOs3 incrementaron significativamente los niveles de glutation total al
compararlos con el grupo de CrOs. Los resultados muestran que los niveles altos de
antioxidantes totales podrian depender de las concentraciones elevadas de glutation
total. Dado que AA y a-TOH tienen un gran potencial antioxidante, pueden neutralizar los
prooxidantes y preservar los niveles de GSH (Kaur et al. 2009). Se ha mostrado que el
consumo de 100 o 500 mg/kg de AA asi como la suplementacion con 100, 500 o 800
mg/kg de a-TOH en ratones tratados con fipronil, ratas tratadas con picolinato de cromo,
ratas con hiperhomocisteinemia cronica o trabajadores expuestos a la contaminacion por
la incineracion de residuos hospitalarios, restablecen los valores normales de GSH e
incluso los incrementan al compararlos con los valores reducidos de los xenobiéticos
(Mahmoud et al, 2006, Wilhelm-Filho et al. 2010; Boyacioglu et al. 2014; Badgujar et al.
2015). Se ha sugerido que el aumento de los niveles de GSH por el tratamiento con
vitamina E evita el dafio al ADN debido a la eliminacion de RL (Valko et al. 2006; Ma et
al. 2013). El restablecimiento de los niveles de glutation total fue mas notorio en ambos
grupos de AA+CrQOs, particularmente en el tratamiento a corto plazo. Esto se debe que
posiblemente el AA no soélo actta como un antioxidante sino también como un
co-antioxidante implicado en el reciclaje de algunos antioxidantes como el GSH vy el
a-TOH. Ademas, se ha propuesto que el AA es capaz de eliminar directa y rapidamente
los RL o inhibir su formacién, ya que puede actuar regulando las defensas antioxidantes
endogenas (EIGendy et al. 2010).
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8. Resumen de resultados

Se corroboroé el dafio genotdxico del CrOs3 y se cuantific el dafio oxidante al ADN
ya que incrementaron significativamente los promedios de MN y los niveles de
8-OHdG.

El tratamiento a corto y mediano plazo con AA y a-TOH no inducen dafo
genotoxico ya que no presentaron efectos significativos sobre los promedios de
MN vy los niveles de 8-OHdG.

Los tratamientos con AA y a-TOH (corto y mediano plazo) previo a la
administracion de CrOs, protegen del dafio genotoxico inducido por los
compuestos de Cr(VI), ya que redujeron significativamente los promedios de MN
y los niveles de 8-OHdG.

La administracion de CrOs induce dafio citotdéxico al incrementar las células
apoptoticas y necréticas y disminuir la viabilidad celular.

Los tratamientos a corto y mediano plazo con AA o a-TOH no inducen dafio
citotoxico ya que no presentaron efectos significativos sobre las células
apoptoticas y necréticas y la viabilidad celular.

Los tratamientos con AA o a-TOH a corto y mediano plazo, previo a la
administracion de CrOs, redujeron significativamente los promedios de las células
apoptoéticas y necroticas y aumentaron la viabilidad celular en comparacion con el
grupo tratado sélo con CrQOs.

La administracion de CrOs presenta efectos significativos sobre los niveles de
glutatién total ya que los reduce.

Los tratamientos con AA o a-TOH a corto y mediano plazo presentan efectos sobre
los niveles de glutation total; en el grupo de AA a mediano plazo disminuyeron
significativamente y en los grupos de a-TOH de corto y mediano plazo
incrementaron.

Los tratamientos con AA y a-TOH a corto y mediano plazo, previo a la
administracion de CrOs, incrementaron significativamente la capacidad
antioxidante totales y los niveles de glutation total, lo que podria estar relacionado

con la regulacion del GSH.
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9. Conclusiones y comentarios finales

Los tratamientos de AA y del a-TOH, a corto y mediano plazo, protegen del dafio
genotoxico y citotdéxico inducido por el CrOs, ya que disminuyeron

significativamente los promedios de MN y restablecieron la viabilidad celular.

La via de proteccion del dafio genotdxico podria deberse a la neutralizacion directa
del *OH o indirecta mediante la modulacion del sistema antioxidante endégeno
que inhibié su formacion, ya que no se incrementaron los niveles del aducto
8-OHdG vy los promedios de células apoptéticas cuando se administraron los

tratamientos de AA y del a-TOH previé al tratamiento con el CrOs.

El tratamiento de AA a corto plazo tuvo una mayor eficacia en la proteccién del
dafo genotoxico y citotoxico inducido por el CrOs. Ademas de que, los tratamientos
a corto y mediano plazo mostraron una mayor proteccion que lo reportado para los
tratamientos agudos.

Con base en estos resultados, se sugiere que, aunque la exposicion de las
poblaciones humanas a metales con potencial cancerigeno como los compuestos
de Cr(VI), puede representar un riesgo genotoxico y citotoxico, los antioxidantes
presentes en la dieta, como el AAy el a-TOH, pueden jugar un papel importante
en la prevencion o como coadyuvante en el tratamiento del dafio oxidante inducido
por la exposicion a estos agentes. Ademas, este tipo de estudios generan
expectativas en campos de la investigaciéon como el tratamiento de enfermedades

cronico-degenerativas relacionadas con el EOx y dafio al ADN.
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11. Anexos
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Anexo 3
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Anexo 5

El presente trabajo fue presentado de manera parcial en los siguientes eventos

académicos:

XIX Reunién Internacional de Ciencias Médicas

Ledn, Guanajuato. Celebrado del 10 al 12 de marzo del 2019

Titulo del trabajo: “Efecto del tratamiento a mediano plazo del alfa-tocoferol sobre
el dafio cito/genotdxico inducido por Cr(VI1)”

Autores: Hernandez-Cortés LM y Garcia-Rodriguez MC

49t Annual Meeting of the Environmental Mutagenesis and Genomics
Society (EMGS)

San Antonio, Texas, USA. Celebrado del 22 al 26 de septiembre del 2018

Titulo del trabajo: “Effects of ascorbic acid on genotoxic damage induced by
hexavalent chromium and pentavalent vanadium compounds in peripheral blood
of Hsd:ICR mice”

Autores: Hernandez-Cortés LM y Garcia-Rodriguez MC

XVIII Reunién Internacional de Ciencias Médicas

Ledn, Guanajuato. Celebrado del 18 al 20 de abril del 2017

Titulo del trabajo: “Administracién a corto plazo del acido ascérbico en ratones
Hsd:ICR expuestos a cromo hexavalente”

Autores: Hernandez-Cortés LM y Garcia-Rodriguez MC
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XIX REUNION INTERNACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS

99.Efecto del tratamiento a mediano plazo del alfa-tocoferol sobre el dano
cito/genotoéxico inducido por Cr(VI)

Lourdes Montserrat Hernandez-Cortés, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez. Unidad de
Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental. Facultad de Estudios Superiores “Zaragoza”,
UNAM. CDMX. E-mail: lumont.hc@gmail.com

Introduccion. El cromo hexavalente (Cr(VI)) genera estrés oxidante durante su
reduccion intracelular a cromo trivalente, lo que a su vez puede inducir dano
genotoxico. Mientras que, se ha observado que el alfa-tocoferol (a-TOH)
administrado de forma aguda por via intragastrica (i.g.) disminuye el dafo
genotoxico inducido por el Cr(VI). Y considerando que los tratamientos a mediano
plazo pueden tener una mayor eficacia, es de interés investigar otras estrategias
para mejorar el efecto protector del a-TOH.

Objetivo. Evaluar el efecto del a-TOH administrado a mediano plazo por via oral ad
libitum sobre el danfo cito/genotoxico inducido por Cr(VI) en ratones Hsd:ICR.

Materiales y Métodos. Grupos de cinco ratones fueron tratados con: a) vehiculo
(agua potable estéril o aceite de maiz); b) 20 mg/kg de a-TOH via oral ad libitum
durante 26 dias; ¢) 20 mg/kg de CrOs via intraperitoneal y d) 20 mg/kg de a-TOH
previo al tratamiento de 20 mg/kg de CrOs. Las muestras de sangre periférica fueron
tomadas de la vena caudal los dias 0, 12, 22, 24 y 26 después de la aplicacion de
los tratamientos. El dano cito/genotoxico se evalué mediante el ensayo de
micronucleos (MN)', la apoptosis y la viabilidad celular?.

Resultados. Se observé que el tratamiento con a-TOH a mediano plazo no modifico
los promedios de MN, apoptosis y viabilidad celular. Por el contrario, la
administracién de CrOs incrementé significativamente los promedios de MN,
apoptosis y viabilidad celular. Al combinar los tratamientos (a-TOH-CrOs), se
disminuyeron significativamente las frecuencias de MN, apoptosis y viabilidad
celular. La reduccion de los promedios de MN observada en nuestro estudio fue del
57%, mientras que la reduccion reportada en el tratamiento agudo de a-TOH por via
i.g. fue del 48%?.

Conclusiones. Los resultados sugieren que el tratamiento a mediano plazo por via
oral ad libitum con a-TOH tiene una mayor eficacia en la proteccion del dafo
cito/genotoéxico inducido por el Cr(VI) que lo reportado en los tratamientos agudos
de a-TOH por via i.g.

[1]Hayashi et al., 1990. Mutat Res 245:245-249. [2]Garcia-Rodriguez et al., 2013. Oxid Med Cell
Longev 2013:1-9. [3]Garcia-Rodriguez et al., 2012. Free Rad Biol Med 53(1). S216. Proyecto
financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT IN219216; IN224719.
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P5

Effects of Ascorbic Acid on Genotoxic Damage
Induced by Hexavalent Chromium and Pentavalent
Vanadium Compounds in Peripheral Blood of Hsd:ICR
Mice. Hernandez-Cortés LM, Garcia-Rodriguez MC.
Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza, UNAM, Mexico
City, Mexico.

This study was conducted to investigate the effects of
ascorbic acid (AA) against genotoxic damage of heavy
metals associated with cancer induction such as hexavalent
chromium Cr(VI) and pentavalent vanadium V(V). Groups
of five Hsd:ICR mice were divided and treated as follows:
(i) vehicle only; (ii) 100 mg/kg of AA ad libitum; (iii) 20 mg/kg
of CrOsintraperitoneally (ip); (iv) 40 mg/kg of V20s (ip); (v)
100-20 mg/kg of AA-CrOz and (vi) 100-40 mg/kg of AA-
V20s. Genotoxic damage was evaluated by examining
micronucleated polychromatic erythrocytes (MN-PCE)
obtained from the caudal vein at 0, 48, and 72 h after
treatments. Induction of apoptosis was assessed at 48 h
after treatment in nucleated cells of peripheral blood.
Treatment with AA alone reduced basal MN-PCE and
apoptotic cells, while CrOs and V20s treatment increased
MN-PCE and apoptotic cells. The effect was more
significant with the treatment of CrO3 than V20s. When the
treatments of AA and metal compounds were combined,
the frequencies of MN were reduced compared to the CrOz
and V20s groups. However, in the AA-V20s group the
apoptotic cells increased suggesting that this process may
contribute to the elimination of the cells with metal-induced
DNA damage (MN-PCE). Based on these results, it is
suggested that although exposure to heavy metals such as
CrOs and V20s may represent a genotoxic and cytotoxic
risk, substances with antioxidant potential such as AA can
prevent or modulate these effects. Financial support was
obtained from UNAM through the DGAPA, PAPIIT-
IN219216 and PAEP-2018; CONACYT 853736..

P6

Evaluation of estrogen adducts induced DNA damage
and repair. Mani C, Palle K. Mitchell Cancer Institute, AL,
United States.

Estrogen belongs to a group of steroid hormones that
regulates reproduction primarily in females. In spite of its
role in development, elevated levels of estrogen can lead to
carcinogenesis and has been identified as a risk factor for
development of multiple cancers. 2-OHE products typically
forming stable, bulky DNA adducts and the 4-OHE-
mediated lesions generally being transient, depurinating
adducts that create abasic sites within the genome that are
primarily responsible for estrogen-induced mutations and
carcinogenesis. Our results showed that estrogen
metabolites induced more stalled forks and reduced the fork
velocity. Similarly, increased comet tail and chromosomal
aberration was also observed in the immortalized MCF10A
cells and breast cancer cells. In addition, we saw activation
of homologous recombination (HR) and translesion
synthesis (TLS) pathway in response to estrogen treatment.
The overall results of this study defines the influence of
DNA repair pathway and metabolizing enzymes towards
the molecular mechanisms that contribute to the DNA
damage induced by estrogen. Further, the results about
replication and transcriptional regulation of the estrogen will
allow studying the overall genomic madification induced by
estrogen, which will serve to design effective
chemopreventive and therapeutic strategies.
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75. Administracion a corto plazo del acido ascorbico en ratones
Hsd:ICR expuestos a cromo hexavalente

Lourdes Montserrat Hernandez-Cortés, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez.
Unidad de Investigacién en Genética y Toxicologia Ambiental. Facultad de Estudios
Superiores “Zaragoza”, UNAM. CDMX.

E-mail: lumont.hc@gmail.com

Introduccion. El cromo hexavalente (Cr(VI)) genera estrés oxidante durante su
reduccion intracelular a cromoe trivalente, lo que a su vez puede inducir dafio
genotodxico. En estudios en los que se ha administrado acido ascérbico (AA) de
forma aguda por via intraperitoneal (i.p.) se ha observado una proteccion del dafio
genotoéxico inducido por el Cr(VI). Sin embargo, la via oral es por la cual las
poblaciones humanas tenemos acceso al AA, y considerando que los tratamientos
a corto plazo pueden tener una mayor eficacia, es de interés investigar si el efecto
protector del AA es mayor al ser administrado por via oral y por mayor tiempo.

Objetivo. Evaluar el efecto del AA administrado a corto plazo por via oral en ratones
Hsd:ICR expuestos a Cr(VI).

Materiales y Métodos. Grupos de cinco ratones fueron tratados con: a) vehiculo
(agua destilada); b) 100 mg/kg de AA via oral ad libitum durante diez dias; c) 20
mg/kg de CrO3 via i.p. y d) 100 mg/kg de AA previo al tratamiento de 20 mg/kg de
CrOs. Las muestras de sangre periférica fueron tomadas de la vena caudal los dias
0, 4, 6, 8y 10 después de la aplicacion de los tratamientos. Los MN se evaluaron
de acuerdo a la técnica propuesta por Hayashi et al. (1990)[1], mientras que la
apoptosis mediante la técnica modificada por Garcia-Rodriguez et al. (2013)[2].

Resultados. Se observé que el tratamiento con AA a corto plazo no modificéd las
frecuencias de MN ni de apoptosis. La administracién de CrO3 incrementd de
manera significativa las frecuencias de MN y apoptosis. Al combinar los tratamientos
(AA-CrQs), se disminuyeron significativamente las frecuencias de MN y apoptosis.
La reduccion tanto de MN como de células apoptoticas observada en nuestro
estudio fue mayor que lo reportado con los tratamientos agudos por via i.p. de AA.

Conclusiones. Los resultados sugieren que el tratamiento por via oral y a corto
plazo del AA en ratones Hsd:ICR expuestos a Cr(VI) tiene una mayor eficacia que
lo reportado en los tratamientos agudos por via i.p. de AA.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216.
[1]Hayashi et al., 1990. Mutat Res 245:245-249.
[2]Garcia-Rodriguez et al., 2013. Oxid Med Cell Longev 2013:1-9.
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