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Resumen

Los efectos genotoxicos y citotoxicos de los compuestos del cromo (Cr) han sido
estudiados ampliamente en tanto en ensayos in vivo como in vitro empleando células
de mamiferos. Se ha observado que algunos de sus compuestos principalmente de
Cr (Ill) son capaces de modificar el crecimiento celular, la sintesis de proteinas y
dafar los acidos nucleicos. Sin embargo, se propone que aunque los compuestos de
Cr (lll) inducen dafio directo al ADN, los compuestos de Cr (VI) presentan mayor
potencial genotodxico, debido a su capacidad de atravesar la membrana celular donde
pueden ser reducidos hasta Cr (Ill) generando especies reactivas de oxigeno
(ERO’s), las cuales directa o indirectamente pueden generar dafio al ADN. En este
trabajo se estudiaron los efectos genotoxicos y citotoxicos de diferentes compuestos
de Cr (ll) y Cr (VI), mediante la evaluacion de las frecuencias de micronucleos (MN)
en sangre periférica de ratones macho y hembra de la cepa CD-1. Los ratones fueron
tratados por via intraperitoneal con 25, 28, 38 y 40 mg/kg de peso corporal con
compuestos de Cr (lll) [sulfato cromico potasico (CrK(SQg),) y cloruro de cromo
(CrCl3)] y Cr (VI) [cromato de potasio (KCrO,4), dicromato de potasio (K2Cr,05),
dicromato de sodio (Na,Cr,07) y trioxido de cromo (CrO3)]. Las muestras de sangre
fueron obtenidas cada 24 horas durante y después de la administracion de los
tratamientos durante 72 horas. En los resultados obtenidos se observé que los
grupos tratados con los compuestos de Cr (VI) se incrementa el numero de MN en
las horas 24 y 48, teniendo un efecto genotoéxico, a diferencia de los grupos tratados
con los compuestos de Cr (lll) los cuales no mostraron tener efecto sobre la
frecuencia de MN, por lo que nuestros datos corroboran la hipétesis de que los
compuestos de Cr (VI) inducen mayor dafio genotdxico in vivo que los compuestos
de Cr (lll) a pesar de que estos ultimos son mas toxicos. EI mecanismo por el cual el
Cr (V1) induce el dafio genotoxico puede estar relacionado con la generacion de
ERO’s. Por otra parte, el hecho de que el Cr (lll) no incrementara la frecuencia de
MN, a pesar de que in vitro ha mostrado que es capaz de interaccionar con el ADN e
inducir dafo, puede estar relacionado con su poca capacidad de atravesar la

membrana celular in vivo, por lo que no interaccioné directamente con el ADN.
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1. Introduccién

El crecimiento demogréfico, la industria y las nuevas tecnologias han provocado un
aumento en la contaminacion del agua, el aire y el suelo, debido a la alta produccién
y emision de agentes toxicos en el ambiente (Brooks et al., 1984). Algunas
estimaciones de la United Nations Environment Programme (UNEP) han identificado
aproximadamente unos 100 mil productos quimicos producidos comercialmente y
utilizados como parte integral de nuestra vida cotidiana, a pesar de esto el estudio de
las interacciones de estas sustancias con los organismos no supera las 8000. (Vega
y Reynaga, 1990; IARC, 1990; UNEP, 2010). Debido a estas razones organizaciones
internacionales como la World Health Oraganization (WHO), la Agencia de
Environmental Protection Agency (EPA) y la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS), entre otras, han tratado de controlar la entrada de nuevas sustancias al
ambiente, asi como de estudiar las ya presentes; por medio de diversas pruebas
como son las de toxicidad, citotoxicidad, genotoxicidad, carcinogenicidad vy
teratogenicidad (Houge, 1984; Graedel et al., 1986; Albert, 1988).

Los agentes quimicos a los que estamos expuestos se pueden asimilar o bien
eliminar de nuestro organismo, pero debido al incremento en la exposicion de dichas
sustancias, en muchos casos se rebasan estas capacidades, por lo que se rompe el
equilibrio y aumenta el riesgo en las alteraciones de la salud como lo son algunos
tipos de cancer, asi como enfermedades congénitas y reproductivas. En el ambiente
ademas de los agentes quimicos, también se encuentran agentes fisicos como el
ruido, el calor, las radiaciones a, B, y y X, y agentes biolégicos como los virus,
bacterias y hongos, por lo que estamos hablando de una exposicion compleja y
constante a estos agentes. (Albert, 1988; Clarkson et al., 1988).
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1.1.Metales pesados

Dentro de los contaminantes quimicos considerados como peligrosos se encuentran
los metales pesados. Los metales son considerados como micronutrientes y se
encuentran en casi todos los seres vivos; tal es el caso del fierro (Fe), cadmio (Cd),
zinc (Zn), arsénico (As), vanadio (V), cobre (Cu) y el cromo (Cr) entre otros. También
son componentes del sistema enzimatico y redox (Mertz, 1969; Ortiz-Monasterio et
al., 1987; Friberg y Nordberg, 1990; Guillespie et al., 1990). Sin embargo, ademas
compuestos de metales pesados pueden inducir dafio genotdxico y teratdgeno, el
cual es dependiente de sus propiedades quimicas, su estado de oxidacién y su
solubilidad (Newman e Intosh, 1991).

Uno de los metales que ha llamado mas la atencion para su estudio es el Cr, debido
a que es empleado ampliamente en la industria y se le ha asociado con diferentes
alteraciones en la salud. Algunos compuestos de sus han mostrado ser genotdxicos
y teratégenos en diferentes sistemas bioldgicos de prueba (Hartwin 1995; Nishio y
Uyeki, 1985; Mirsalis et al., 1996), aunque los que se han estudiado principalmente
son sus compuestos de (lll) y (VI), siendo los ultimos considerados los mas toxicos
(ATSDR, 2000).

1.2.Cromo

El Cr fue aislado de la Crocoita (PbCrO,4) por Louis Nicholas Vauquelin en 1798, al
mezclar este mineral con acido clorhidrico y calentarlo en un horno de carbén obtuvo
trioxido de cromo (CrO3). Hoy en dia el Cr metélico se obtiene calentando la Cromita
(FeCr,0,4) en presencia de Aluminio o Silice (Depault et al., 2004). EI namero
atomico del Cr es 24 y su peso molecular es de 52 g/mol, su densidad es de 7.19
g/cm?®, su punto de fusién es de 1857 + 20°C, y su punto de ebullicién de 2672°C,
pertenece a las primeras series de los elementos de transicion. Sus estados de

oxidacion van de 2- a 6+, siendo las formas mas comunes 3+ y 6+. Los compuestos
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cromicos trivalentes son mas estables y tienen una fuerte tendencia a formar
complejos y quelatos, las formas hexavalentes estan siempre ligadas a oxigeno, por

lo que son fuertes oxidantes (Norseth, 1981).

1.2.1. Distribucién

El Cr es un elemento natural que se encuentra ampliamente distribuido, ya que se
estima que en la corteza terrestre hay en promedio en una concentracion de
1.02x10° mg/kg. Las formas mas comunes en las que se presenta en el ambiente

son:

a) Cr metdlico (0), el cual es generado principalmente por procesos industriales y
generalmente se encuentra formando aleaciones con metales como niquel (Ni),
hierro (Fe) y cobalto (Co).

b) Cr es en su estado trivalente (lll), puede encontrarse de manera natural en el
ambiente, o como derivado de procesos industriales, en esta forma es esencial que
el cuerpo requiere para promover la accién de la insulina de manera que los
azucares, las proteinas y las grasas puedan ser utilizados por el organismo
(Anderson, 1981; CDPC, 1992).

c) Cr hexavalente (VI) que al igual que el cromo metalico (0) es generado y utilizado
por diversas actividades humanas y rara vez se le encuentra de manera natural
(ATSDR, 2000; Depault et al., 2004).

El nivel de Cr en el aire es generalmente bajo con una concentracion aproximada de
0.01 y 0.03 pg/m? sin embargo las emisiones producidas al quemar carbén y
petréleo, asi como la produccién de acero también pueden aumentar los niveles de
Cr (1) en el aire, por lo que en las industrias estas concentraciones pueden llegar a
cientos de microgramos por metro cubico (O’Brien et al, 2003). En el agua los
niveles de Cr también son bajos, en los rios las concentraciones naturales varian de

0.001 a 0.005 ppm, en los océanos son inferiores a 0.005 ppm y en el agua potable
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(contiene principalmente Cr (lll)) las concentraciones son generalmente muy bajas,
menos de 2ppb. Sin embargo el agua de pozo contaminada puede contener Cr (lll) y
(VI) en altas concentraciones de hasta 0.025 ppm (figura 1) (ATSDR, 2000).

De manera general, las poblaciones nos encontramos expuestas al Cr (lll) y (VI)
mediante la ingestion de alimentos, de agua o por la inhalacién de aire. Se ha
estimado que el consumo diario promedio del Cr (Ill) contenido en el aire, agua y
alimentos solidos es de alrededor de 0.2 a 0.4 pg, 2.0 ug, y 60 ug respectivamente,
aungue para adultos se recomienda una ingesta diaria de 50-200 ug de Cr (lll).
(ATSDR, 2000).

Atmosfera

Polvo: Cr,03, CrOs, HZCrO4...]

VAN

Animales y
humanos Emisiones
_ mundiales:
e { Crr — Cr“] 30000t
7/
4 A A
Plantas -
3 o+ Acero inoxidable,
Cr «— Cr cromado, curtido de
/ A cuero, produccién
pigmentos y otros
cr¥* > Cr®
Cr¥ >> Cr®
Suelo Lodos Industria de Cr
depuradores

( '
cri*e—~ cr®

L 35000 t )
. Rios

{ 3
cri*e—~ cr®

\ J

Mares y océanos

Figura 1. Circulacion del Cr (lll) y (VI) en el medio ambiente contaminado
(Ciéslak-Golonka, 1995 modificada)
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1.2.2. Usos y exposicion del cromo

Los principales usos del Cr se presentan en diversas actividades como lo son (ECO,
1987; ATSDR, 2000):

e Curtido de cuero (llI)

¢ Industria de ferrocromo (Il y VI)

e Pigmentos de cromo (lll'y VI)

e Soldadura de acero inoxidable (VI)

e Manufactura de cromato (VI)

e Cromado de metales (VI)

e Fabricantes de colorantes (lII)

e Fabricantes de caucho (lll y VI)

e Trabajadores en la industria del cemento (lll y VI)

e Fabricantes de velas (lll y VI)

e Impresores (lll'y VI)

e Pintores (lll'y VI)

e Trabajadores que mantienen o reparan copiadoras y que desechan polvos de

téner de copiadoras (VI)

e Fabricantes de baterias (VI)

Por lo que, las personas que trabajan en estas actividades se encuentran
ocupacionalmente expuestas a los compuestos de Cr (lll) y (VI). Sin embargo, las
personas que viven cerca de vertederos industriales de Cr, plantas industriales que
manufacturan o usan compuestos de Cr, plantas productoras de cemento, torres de

refrigeracion, corrientes de agua que reciben descargas de industrias de
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galvanoplastia, curtido de cuero y textiles entre otras también pueden estar
expuestos a los compuestos del Cr (ATSDR, 2000).

También, se ha descrito que las poblaciones humanas estamos expuestas a los
compuestos de Cr por las emisiones de los automoviles y el humo de los cigarros. La
IARC ha estimado que los cigarros producidos en Estados Unidos contienen Cr en
cantidades de 0.24 a 6.3 mg/kg (IARC, 1990). Se ha reportado que los compuestos
de Cr (VI) son lo mas toxicos, debido a que al entrar en los organismos son capaces
de ingresar en las células donde son reducidos hasta Cr (lll), proceso en el cual se

originan especies reactivas de oxigeno (ERO’s).

En la figura 2 se muestran las diferentes vias por donde los compuestos de Cr (VI)
pueden ingresar al organismo humano: a) Por inhalacion del aire; el Cr (VI) se
deposita en el pulmoén y posteriormente se elimina por medio de la orina, b) Por
contacto; el Cr (VI) al absorberse por piel puede llegar a la sangre y c) Por ingestion
puede llegar al tracto gastrointestinal y eliminarse por medio de las heces fecales
(Miranda, 1992). Una vez que los compuestos de Cr (VI) ingresan al organismo
pueden distribuirse en los tejidos u 6rganos en donde pueden inducir toxicidad o bien
ser eliminados ya sea por orina y/o por heces fecales. Debido a que es dificil la
determinacion de la concentracion de Cr acumulada en los tejidos humanos, en las
técnicas empleadas como monitoreo bioldgicos se utilizan muestras de sangre y orina
(Clarkson et al., 1988).
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Contacto Inhalacién Ingestion
Tracto Gl

Sangre
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Cr (VI) l
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érganos —_—
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Rifion _l
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Gl: gastrointestinal
<> Organos Blanco RBC: reticulocitos

Figura 2. Vias de exposicién al Cr (V1) (tomado de Clarkson et al., 1988).
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1.2.3. Carcinogénesis

En estudios epidemioldgicos se ha correlacionado una alta incidencia del cancer en
trabajadores que estan directamente expuestos a algunos de los compuestos de Cr,
encontrandose una mortalidad por cancer que va desde 5 a 40 veces mas de lo
esperado, siendo los adenocarcinomas en la nariz el mas observado (Friberg y
Nordberg, 1990). En nuestro pais estd documentado un caso de toxicidad por
exposicion a compuestos de Cr, que es el caso de “Cromatos de México”. En 1958 se
establecié en San Francisco Chilpan, municipio de Tultittan, Estado de México, una
empresa procesadora de cromita para obtener Na,CrO, y K,CrO,, los procesos se
llevaban a cabo a cielo abierto, no se tenia control de las emisiones de polvos ni de
las aguas residuales, por lo que los desechos solidos se acumulaban en los patios de
la empresa. Estos desechos se emplearon durante varios afios por las autoridades
municipales para el relleno de las calles de dicha zona. En 1977 se reportaron casos
de obreros con; septum nasal perforado, hipertrofia de cornetes, mucosa nasal
hiperémica, irritacion conjuntival, dermatosis y cancer. En cuanto a los recién nacidos
hubo un incremento en las alteraciones. Al hacerles el andlisis de sangre y pelo a
quienes presentaban estos efectos, se encontraron concentraciones de Cr por arriba

de los niveles establecidos (Ortiz-Monasterio et al., 1987; Garcia-Rodriguez, 2006)

En estudios in vivo con animales de experimentacion como son los ratones, los
hamsters y las ratas, expuestos por diferentes vias a los compuestos del Cr, se ha
observado un incremento en la incidencia de cancer en el pulmén y en la cavidad
nasal (Rojas et al., 1999). En un estudio realizado con ratas tratadas con diferentes
compuestos de Cr, se observé que el CrO3 provoca cancer en el musculo esquelético,
sin embargo la administracion de K,Cr,O; y el Na,Cr,O; no presentan estos efectos
(Foulkes, 1990). También, se ha descrito que las formas insolubles de Cr (lIl) y (VI)
son mas cancerigenas que las solubles, esto probablemente se debe a que las
formas solubles no perduran en los tejidos expuestos y rapidamente son eliminados

por los fluidos del cuerpo (De Flora et al., 1990).
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1.2.4. Citotoxicidad y genotoxicidad de los compuestos de cromo

En diversos estudios epidemiol6gicos con trabajadores ocupacionalmente expuestos
a los compuestos del Cr, se ha observado efectos toxicos tanto agudos como
cronicos, relacionados con neurotoxicidad, toxicidad reproductiva, cardiotoxicidad,
citotoxicidad y genotoxicidad (Bagchi et al., 1997). Ademas de los efectos visibles
como la irritacion de la membrana de la mucosa y de la piel (dermatitis alérgica),
reacciones asmaticas, manchas y ulceras en las manos y en las uias, perforacion del
septum nasal, necrosis en el higado y riiidn e incluso la muerte (Mertz, 1969; Friberg y
Nordberg, 1990).

Los efectos citotoxicos y genotoxicos del Cr se han estudiado principalmente en
ensayos in vitro empleando células de mamiferos, en donde se ha encontrado que
algunos de sus compuestos afectan el crecimiento celular, en la sintesis de
proteinas, en los acidos nucleicos y alteran el ciclo mit6tico; ya que influyen
directamente en la forma en que los organismos pueden obtener y acumular el
Cr. De hecho, se ha visto que compuestos de Cr (VI) son citotoxicos Yy
genotdxicos para células bronquiales humanas (Fornace et al, 1981; Singh et al,
1999; Wise et al, 2002), incluso se ha propuesto que dichos compuestos
tienden a acumularse y a causar tumores bronquiales en los sitios de
bifurcacion donde las particulas tienden a acumularse (Ishikawa et al, 1994). Por
otra parte, el tratamiento de células de hamster chino con diferentes compuestos del
Cr (V1) (poco solubles) inhibe la sintesis de acidos nucleicos después de dos horas
de preincubacién. De igual manera, en otro estudio se observo que al administrar
diferentes concentraciones de k,Cr,O7; en células de hamster chino, se inhibia la
sintesis macromolecular que bloqueaba de la replicacién del ADN, y se reducia la
sintesis del ARN (Levis y Majone, 1981). También, se ha mostrado que in vitro los
compuestos de Cr (VI) pueden inducir la sustitucion de pares de bases en guanina-
citosina y adenina-timina, asi como aberraciones cromosomicas (AC) (como
formacion de gap cromatidicos y rompimientos cromosémicos), intercambio de

cromatidas hermanas (ICH), enlaces cruzados, fragmentacion y dafio en la



[fectas genotiticos de los compwestos de (r (W) y (W) en el ratin (-1 in vivo

replicacion del ADN e inhibicion de la formacion de huso del huso mitético (Bianchi et
al., 1980; De Flora et al., 1990; Foulkes, 1990).

La citotoxicidad y genotoxicidad de los compuestos del Cr se ha relacionado con dos

de sus propiedades:

e La solubilidad, que afecta tanto de manera extracelular como intracelular.
e El estado de oxidacion del Cr, en donde la forma hexavalente al parecer es la

que causa el mayor dafio citotoxico.

En el cuadro 1 se muestra la comparacion de los diferentes efectos genotoxicos
tanto del Cr (lll) como del Cr (VI) en diferentes estudios empleando sistemas de
prueba in vitro, en donde se observa que la forma hexavalente induce dafio en todos

los sistemas estudiados en comparacion con los del Cr (lll) (Bianchi et al., 1980).

Cuadro 1. Efectos genéticos del Cr (Ill) y Cr (V1) in vitro (Bianchi et al., 1980)

Sistema experimental Cr (V1) | Cr ()
Alteraciones fisico-quimicas del ADN + +
Alteracion en lareplicacion del ADN + +
Mutacion génica en Escherichia coli 4 -
Mutacién génica en Salmonella typhimurium + -
Recombinacidén mitética en Saccharomyces cereviseae 4 NP
Mutacién génica en células de mamiferos + -
AC en células de mamiferos + +
ICH en células de mamiferos + -
Reparacion del ADN en células de mamiferos + -

NP no probados

En el cuadro 2 se muestran ejemplos de los efectos citotoxicos y genotdxicos que
presentan algunos compuestos Cr (VI) estudiados en diferentes sistemas de prueba
tanto in vivo como in vitro, donde se observa que en células de mamiferos estos son

capaces de inducir alteraciones cromosomicas, inhibicion de sintesis del ADN, ICH,
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formaciéon de MN, ademés estos compuestos también presentan efectos en las

plantas como; inhibicion de la fotosintesis, formacion de MN vy retardo en el

crecimiento entre otros.

Cuadro 2. Estudios citotdéxicos y genotdéxicos con compuestos de Cr (VI) (tomado de
Garcia 2006).

Compuesto

estudiado

K>CrOy4

K,Cr,05

K,Cr,05

K,Cr,05
CrO;
CaCrO,

K,Cr,05

chr207
Na,Cr,O

CrO;

Cr03

Sistema de prueba

Medula 6sea de
raton in vivo

Células de
roedores in vitro

Células de raton in
vitro

Células in vitro

Ratas in vivo

Algas y plantas

Vicia faba

Sangre periférica
de raton in vivo

Dosis

30, 40, 50
mg/kg

10 ° mM

10 puM

1,10, 100
pg/ml

2.5 mg/kg

20-10 000
o/l

0.001,
0.01, 0.05,
1-3%

20y 25
mg/kg

11

Resultados

clastogenicidad

Incrementa ICH

Inhibe la sintesis de
ADN

Inhibe la sintesis del
ADN, induce ICH

Estrés oxidativo y
dafio en los tejidos

Inhibicion de la
fotosintesis y retardo
en el crecimiento,
desbalance en la
concentraciéon de K,
P, Fe, Mg, Ca.

Alteraciones
cromosdmicas,
anormalidades en el
huso mitético y MN

Inducciéon de MN

Referencia

Trivedi et al.,
1989

Bianchi et al.,
1980
Nishio y Uyeki,
1985

Bianchi et al.,
1980; Gémez-
Arroyo et
al., 1981

Bagchi et al.,
1997

Cervantes y
Moreno, 1999

Villagémez,
1981
Gomez-Arroyo
et al., 1983

Garcia-
Rodriguez et al.,
1998; 2000;
2001
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1.2.5. Mecanismos de induccién de dafio

Se ha descrito que el mecanismo de dafio del Cr (VI) estd relacionada con la
generacion de ERO’s. El Cr (VI) existe en el ambiente celular de diferentes formas
aniénicas; como son: CrO,*, HCrO4 o Cr,0O; dependiendo del pH del medio (Gémez
y Callao, 2006) y tiene la capacidad de ingresar a la célula utilizando la via general
de los canales de proteinas transportadores de aniones (Bridges y Zalups, 2005), ya
dentro de la célula puede ser reducido intracelularmente por moléculas como el
H.O,, la glutation reductasa, los carbohidratos, el acido ascoérbico, el citocromo P-
450, y el aldehido oxidasa entre otros, aunque también se puede reducir en la piel ya
que la metionina, la cisteina, la cistina, el acido lactico, la hemoglobina y las
globulinas han sido consideradas como reductores. EI Cr (VI) al ser reducido
produce reactivos intermedios como el Cr (V), Cr (IV) y finalmente Cr (lll), este ultimo
es transportado principalmente por el plasma, predominantemente ligado a la
transferrina. (O’Brien et al, 2003; Mertz, 1969). Dentro de la célula la reduccion se
puede llevar a cabo en el reticulo endoplasmatico, la mitocondria, la membrana

plasmatica o el nucleo celular (Norseth, 1981; De Flora et al., 1985).

Se ha planteado que el dafio que causa el Cr (VI), se debe a la reduccién
intracelular, ya que las ERO’s pueden desencadenar reacciones con el radical
Hidroxil (OH’) provocando la peroxidacion lipidica que dafa a los acidos nucleicos
mediante el rompimiento de cadena del ADN y la formacién de sitios
apurinicos/apirimidicos, asi como, la induccion de enlaces cruzados (Mertz, 1969;
Bianchi et al., 1980; Tamino et al., 1981; Foulkes, 1990; Liu y Dixon, 1996; Bagchi et
al., 1997; Vega y Reynaga, 1990; Shi y Dalal, 1992). En la figura 3 se muestran las

principales rutas involucradas en las lesiones genéticas causadas por el Cr (VI).

12
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Citosol Nucleo
/ Valencia Alta Cr
N Cr 5+ ———————3p Oxidacion ADN
I Rompimientos de cadena

doble ADN
Lesiones abasicas
Aductos Cr-ADN

o le 5y , Cr 3+/ Cr 5++H202 Monoaductos/ICLs Base/fosfato
Ccr = —=>Cr” —>Cr .
, :0OH (?)
l /é \ Radical ) Oxidacién ADN
adicales l Oxidacién ADN
l Carbén-Base —— > xigacion

Cr 4+ Cr_3+ Rompimientos de cadena

3 doble
Cr ’_7 1e-l O Lesiones abésicas
Ligandos‘ BideNA
{L— Cr 3+ CoTpIejos

Aductos ternarios Cr-ADN

Asc, GSH. AA Obstruccién de la no
I . ! replicacion
. Lesiones premutagénicas
Cr?3
Cr 3+ I Monoaductos Cr-ADN
Coordinacion Base/fosfato
3+ Obstruccién de la no
O O 3t > Cr » replicacion

Premutaaénico?

Entrecruzamientos Cr-ADN
Inter/Intrahebra
3+ Coordinacion Base/fosfato
Cr™——  Obstruccion de la no
replicacion
Obstruccién de la transcripcion
Letal
Premutagénico (Deleciones)?

Figura 3. Principales rutas involucradas en las lesiones genéticas causadas por el
Cr (O'Brien et al., 2003 modificada)

El mecanismo mas importante de activaciéon de oxigeno por metales de transicion,
involucra el ciclo de Haber-Weiss donde se lleva a cabo la reaccién Fenton
generando el radical hidroxil (HO"), que dafia el ADN. En el ciclo Haber-Weiss (figura
4), se observa que el Cr (VI) puede catalizar la formacion de radicales OH a partir de
radicales superoxido (O;"), esto es, el radical (O,") puede reducir al Cr (VI) para
generar Cr (V), el cual puede reaccionar con el H,O, para producir el radical HO y

generar nuevamente Cr (VI) (Shiy Dalal, 1992).
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NAD(P)H

Cr (V)

NAD(P)H oxidasa

Cr (VI)

N\

NAD(P)* O,

Figura 4. Ciclo de Haber-Weiss y la reaccion de Fenton (Shi y Dalal, 1992)

La formacion del radical OH' es particularmente importante, debido a que durante la
fagocitosis los macrofagos por ejemplo generan gran cantidad del radical superdxido
(O2) en el llamado estallido respiratorio. Cabe aclarar que el radical O;" es
relativamente inerte, pero si algun ion metélico (como el Cr [VI]) esta presente en el

sitio de formacion pierde su inactividad (Shi y Dalal, 1992).

1.3.Evaluacion de la genotoxicidad

El término referente a la genotoxicidad fue usado por primera vez para establecer la
relacién entre la induccion de cancer y dafo genético. Posteriormente, la “Comision
Internacional para la Proteccion contra los Mutagenos y Carcinbgenos Ambientales”,
redefinié este término y establecié que sdélo sea considerado para aquellos agentes
que son capaces de interaccionar con el ADN. La induccion de dafio genético por
exposicion a agentes genotdxicos es un proceso que se realiza en varias etapas. El

agente xenobiotico ingresa al organismo, se absorbe, se distribuye y atraviesa las

14
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membranas celulares. Una vez dentro de la célula puede ser reactivo por si mismo
(de accion directa) o bien puede ser activado por enzimas metabdlicas (de accidn
indirecta). Se da entonces la interaccion con el ADN produciéndose un dafio que
puede ser reparado eficiente o ineficientemente (Ames, 1989). En términos generales,
los ensayos de prueba para la deteccion de dafio genotdxico se agrupan dependiendo
del tipo de alteracion que detectan y pueden ser:

a) Mutaciones génicas; entendidas como sustituciones de pares de bases,
adiciones o supresiones. Estas modificaciones pueden llegar a inactivar un gen,
aunque normalmente permiten al individuo sobrevivir y reproducirse, con lo cual las
mutaciones génicas se pueden establecer y heredar a las siguientes generaciones.
Se detectan mediante procesos de secuenciacion de muestras de ADN (Cole y
Skopek, 1994).

b) Alteraciones en la integridad del ADN; son lesiones premutagénicas, como la
formacion de aductos, ligamientos cruzados intra e interbanda y rompimientos de una
o dos hebras. Estas alteraciones pueden ser reparadas enzimaticamente, por lo que
si esto ocurre no constituyen mutaciones heredables. Algunas de las pruebas que las
detectan son la determinacion de aductos en el ADN y la electroforesis unicelular

alcalina (Hemmink et al., 1994).

c) Aberraciones cromosémicas; que se subdividen a su vez en estructurales y
numéricas. Aberraciones estructurales; consisten en deleciones, duplicaciones,
inversiones y translocaciones. Estas modificaciones en los cromosomas son
deletéreas y provocan desde el desarrollo de enfermedades genéticas hasta letalidad.
Aberraciones numéricas incluyen aneuploidias y poliploidias; estos cambios
numéricos comunmente ocasionan una falta de equilibrio genético drastico, y letalidad
en las etapas tempranas del desarrollo, aunque también hay alteraciones numéricas
viables. En ambos casos, un andlisis del cariotipo permite detectar este tipo de dafios
(Bender, 1980).
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Dentro de las principales pruebas recomendadas para evaluar dafio genotoxico se
encuentran; a) ensayos para evaluar mutaciones (bacterias; prueba de AMES), b)
ensayos in vitro, para evaluar dafio cromosomico (c€lulas de mamifero; frecuencia de
AC) y 3) ensayos in vivo (medula ésea o sangre periférica; frecuencia de MN)
(Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000; Muller, et al., 1999). Las pruebas para
evaluar genotoxicidad no solo son indispensables para evaluar el dafio que puede
producir un agente al material genético, sino también, es una herramienta necesaria

para determinar el mecanismo de accion.

1.3.1. Micronucleos

El ensayo de MN ha sido recomendado como bateria de prueba para la evaluacion
genotoxica en la “International Conference on Harmonization (ICH4) of Genotoxicity
Guidelines”, asi como otras agencias reguladoras tales como la “Environmental
Protection Agency” (EPA), la “Food and Drug Administration” (FDA) y la “International
Agency for Research on Cancer” (IARC). El propdsito del ensayo es identificar
sustancias que causan dafio citogenético, originado por clastogénesis o0

aneuploidogéneis (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000; Muller, et al., 1999).

La técnica de MN fue desarrollada por Schmid y Boller en 1970, y es utilizada como
ensayo de corto plazo. Detecta dafio citogenético asociado con la frecuencia de AC,
evalla el dafio en cromosomas enteros o en fragmentos y también puede identificar
dafio citotoxico (Schmid y Von Ledebur, 1973; Krishna y Hayashi , 2000). Los MN son
pequefos cuerpos de cromatina que se originan de fragmentos de cromosomas 0
cromosomas completos, que no son incorporados dentro del nucleo después de la
mitosis, por lo que se identifican en el citoplasma como pequefios nucleos adicionales
(Schmid y Von Ledebur, 1973).
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Los MN tienen su origen en alguno de los siguientes eventos:

a) Aberraciones cromosomicas que conllevan a la formacion de fragmentos

acéntricos (dafo clastdogeno).

b) Dafio a nivel de las proteinas involucradas, directa o indirectamente, en la
segregacion de cromosomas, esto incluye inhibicion en el ensamble o
desensamble de microtubulos, remocion de cinetocoros, dafios al centriolo,

centromero inactivado etc. (dafio aneuploidégeno).

c) Recientemente, se ha sugerido que también pueden provenir de procesos de

amplificacién génica (Fenech y Crott, 2002; Kirsch-Volders et al., 2003).

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares como por ejemplo; los
mieloblastos, mielocitos, medula ésea de raton (eritrocitos) o en eritrocitos de sangre
periférica, células binucleadas (linfocitos) inducidas mediante citocalacina B, asi como
también células uroteliales y exfoliadas de la mucosa bucal y nasal. De igual manera,
se han iniciado estudios en eritrocitos de higado y de sangre periférica fetal (Schmid y
Von Ledebur, 1973; Heddle et al., 1983). Los MN pueden ser facilmente detectados,
ya que son de forma redonda con un diametro de alrededor de 1/20 a 1/5 de un
eritrocito (Mavournin, 1990). Un incremento en la frecuencia de MN en animales
tratados con agentes quimicos, indica que estos agentes son inductores de dafio
cromosomico (Krishna y Hayashi, 2000). En las células eritroides se distinguen
claramente a los eritrocitos jovenes y a los maduros. Los eritrocitos policromaticos
(EPC, eritrocito joven), todavia contiene ARN, son basdfilos y el nucleo principal es
expulsado, si un MN se ha formado permanece en el citoplasma anucleado. Los EPC,
con el tiempo, pierden el ARN y se convierten en eritrocitos normocromaticos (ENC,
eritrocitos maduros), mas pequefios que los EPC y son aciddfilos. Partiendo de esto,
los eritrocitos se pueden diferenciar entre ENC y EPC utilizando diferentes colorantes
como May-Gruenwald, Giemsa y Naranja de Acridina (NA) (Schmid y Von Ledebur,
1973; Hayashi, 1990).
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2. Planteamiento del problema

El Cr estd de manera ubicua en el ambiente y es muy comun encontrarlo en las
rocas, en el suelo y en los organismos vivos. Si bien, se le encuentra principalmente
en las formas trivalente [Cr (ll)] y hexavalente [Cr (VI)], esta ultima que es generada
principalmente por fuentes antropogénicas y es altamente tdxica y cancerigena. De
ahi que, las personas que se encuentran ocupacionalmente expuestas o que viven
en los lugares aledafnios a estos son las mas vulnerables a sufrir los efectos del Cr.
Los efectos del Cr (lll) y Cr (VI) han sido estudiados tanto en trabajos in vivo como in
vitro, siendo estos Ultimos los mayormente realizados para establecer los
mecanismos empleando principalmente compuestos de Cr (lll). Sin embargo, se ha
descrito que los compuestos de Cr (VI) tienen un mayor poder oxidativo ya que al
atravesar la membrana citoplasmatica pueden ser reducidos hasta Cr (lll). En
estudios previos realizados en la Unidad de Investigacion en Genética de la FES
“Zaragoza” se observl que la administracion de los compuestos de Cr (VI) [CrO3 y
K.Cr,0O7] en hembras adultas y gestantes inducian MN pero de manera diferenciada
ya que se necesitaban altas dosis de K,Cr,O; en comparacion del CrOg, asi como la
condiciéon de prefiez reducia el efecto de ambos compuestos. Por lo que, en el
presente trabajo se evaluaron los efectos citotoxicos y genotéxicos de diferentes
compuestos de Cr (Ill) y Cr (VI) administrados a machos y hembras adultas de raton

de la cepa CD-1.
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3. Hipbtesis

Se ha mostrado que los compuestos de Cr (VI) son capaces de atravesar la
membrana celular e inducir dafio al ADN mediante la generacion de ERO’s y RL
durante la reduccion a Cr (lIl). Por otra parte, se ha descrito que los compuestos de
Cr(ll) si bien inducen dafio directo al ADN in vitro, no tienen la misma capacidad que
los de Cr(VI) de atravesar la membrana, por lo que se espera que al administrar a
ratones de la cepa CD-1 compuestos de cromo (VI) (dicromato de sodio, cromato de
potasio, dicromato de potasio y tribxido de cromo) asi como compuesto de Cr (ll)
(sulfato crémico potésico y cloruro de cromo) se incrementen las frecuencias de MN
(dafio genotoxico) y se alteren las frecuencias de EPC con respecto a las de ENC
(dafio citotdxico) en sangre periférica y que el efecto sea mayor en los compuestos
de Cr(VI).
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4. Objetivos

4.1. Objetivo General

» Estudiar los efectos genotéxicos y citototéxicos de diferentes compuestos de
Cr (VI) y Cr (llIl) mediante su administracion por via intraperitonial en ratones
machos y hembras de la cepa CD-1.

4.2. Objetivos Particulares

» Establecer las dosis a emplear de los compuestos de Cr (Ill) [sulfato cromico
potasico (CrK(SO,),) y cloruro de cromo (CrsCl)] y Cr (VI) [cromato de potasio
(KCrQ,), dicromato de potasio (K,Cr,07), dicromato de sodio (Na,Cr,0O7) y

tridxido de cromo (CrO3)] a partir de las dosis reportadas como genotoxicas.

> Establecer la cinética de induccion de MN de los compuestos de Cr (lll)
mediante la toma de muestras cada 24 horas, a partir de la hora 0 (aplicacion
de los tratamientos) hasta la hora 72 en ratones hembras y machos de la cepa
CD-1.

» Establecer la cinética de induccion de MN de los compuestos de Cr (VI)
mediante la toma de muestras cada 24 horas, a partir de la hora 0 (aplicacion
de los tratamientos) hasta la hora 72 en ratones hembras y machos de la cepa
CD-1.

» Evaluar el efecto citotoxico de diferentes compuestos de Cr (lll) mediante la
evaluacion de la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) respecto a los
eritrocitos normocromaticos (ENC) en sangre periférica de ratones hembras y

machos.
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» Evaluar el efecto citotoxico de diferentes compuestos de Cr (VI) mediante la
evaluacion de la frecuencia de eritrocitos policromaticos (EPC) respecto a los

eritrocitos normocromaticos (ENC) en sangre periférica de ratones hembras y

machos.

» Comparar los efectos genotdxicos y citotoxicos de los compuestos de Cr (lll)
con respecto a los de Cr (VI), asi como los efectos en ratones hembras y

machos de la cepa CD-1.
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5. Material y Método

5.1. Animales

Se emplearon ratones sexualmente maduros de la cepa CD-1 de entre 45 y 60 dias
de edad con un peso de 25 a 45g. Se desarrollo el pie de cria en el bioterio de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, con animales provenientes del
bioterio Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM. Los ratones se alimentaron con
nutricubos (Purina), con libre acceso al agua. Y se mantuvieron bajo condiciones
ambientales de temperatura y circulacién de aire controladas, asi como periodos de
12 horas luz — 12 horas obscuridad.

Los criterios de evaluacion y condiciones de trabajo se establecieron con base a los
lineamientos de los programas GENOTOX, la EPA, la ECETOC y la FDA (Heddle et
al., 1983; Mavournin et al., 1990; Hayashi et al., 1994; EPA, 1984; FDA, 2000).

5.2. Reactivos

Al menos que este indicado, todos los reactivos empleados en el estudio fueron
obtenidos de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, EUA).

e Colorante NA [CAS No. 10127-02-3]; cromato de potasio [CAS No. 7789-00-6];
dicromato de potasio [CAS No. 7778-50-9]; dicromato de sodio [CAS No.
7789-12-0]; trioxido de cromo [CAS No. 1333-82-0]; sulfato crémico potasico
[CAS NO. 7788-99-0] y cloruro de cromo [CAS No. 10025-73-7].
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5.3.Tratamientos

Todos los tratamientos de los compuestos tanto de Cr (Ill) y Cr (VI) se aplicaron via
i.p, (indicado en el protocolo), los grupos testigos no fueron tratados. Cada grupo
estuvo conformado por 5 ratones hembras o machos. Los compuestos se prepararon
en una solucibn de agua inyectable, una vez preparados los reactivos se

administraron inmediatamente en volimenes de 0.25 ml por ratén.

5.4.Establecimiento de las dosis de los compuestos de Cr (lll) y (VI)

Se realizaron estudios preliminares en los que se probaron diferentes dosis de los
compuestos de Cr (lll) y Cr (VI). La dosis que se administraron (25, 28, 38 y 40
mg/kg de peso corporal) se basaron en los resultados de estudios previos del
laboratorio, donde se observo que la administracion de CrO3; en dosis de 25 mg/kg de
peso corporal administrado por via i.p. a ratones de la cepa CD-1, incrementaba de
manera estadisticamente significativa la frecuencia de MN (Garcia-Rodriguez, 2007).
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5.5. Tiempos de evaluacion
5.5.1 Genotoxicidad y citotoxicidad

Una vez que se establecieron la dosis de los diferentes compuestos de Cr, asi como
las condiciones de trabajo, se evaluo el dafio genotdéxico mediante la frecuencia de

MN y la citotoxicidad mediante la frecuencia de EPC con respecto a la de ENC.
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A los ratones se les administré aproximadamente 0.25 ml de compuesto ya sea de Cr
(11 o (V1) via i.p. en un tiempo considerado como hora 0 y a partir de ese momento
se tomaron muestras cada 24 horas hasta la hora 72, como se muestra en la figura

5.

Grupo Testigo
% " Ao ¥

0 24 48 72 Horas

Grupos de los compuestos de Cr (lll)

¥4 3 3¢ ¥

0 24 48 72 Horas

|

Administracion de los compuestos de Cr (lll) via i.p.

Grupos de los compuestos de Cr (VI)

) ¢ 3 3 ¥

0 24 48 72 Horas

|

Administracion de los compuestos de Cr (VI) via i.p.

* Toma de muestras

Figura 5. Protocolo para la administracion y toma de muestras de los
diferentes compuestos de Cr (lll) y (VI) en ratones de la cepa CD-1
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5.6. Evaluaciones

a) Preparacién de laminillas con naranja de acridina

Se disolvido NA en agua destilada a una concentracion de 1 mg/ml. Se tomaron 10 pl
de esta solucion y se colocaron sobre laminillas precalentadas (aproximadamente a
70°C), con ayuda de otro portaobjetos se extendié el colorante. Las laminillas se
dejaron secar a temperatura ambiente y se guardaron en la oscuridad hasta su uso

como recomienda Hayashi et al., 1990.

b) Toma de muestras

Para la evaluacion del dafio genotdxico y citotoxico se obtuvieron muestras de
sangre de los ratones machos y hembras, a estos se les cortd la punta de la cola,
para obtener sangre periférica, la cual se colocé directamente en las laminillas
preparadas con NA. Inmediatamente se les coloc6 un cubreobjetos y se sellaron.
Las preparaciones se guardaron en cajas de plastico en la oscuridad a 4°C y
después de 12h se analizaron. Se prepararon 2 laminillas por cada organismo. La
toma de muestras en todos los tratamientos se realizd6 cada 24 horas a partir de la
hora O hasta llegar a la hora 72 después de la aplicacion de cada uno de los

tratamientos.

c) Evaluacion de laminillas

Con la ayuda de un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2) y un objetivo
de 100X, se realiz6 la cuantificacion de 1000 eritrocitos, distinguiendo los ENC de los
EPC, con la intencidn de darnos una idea de la citotoxicidad. El dafio genotoxico se
establecio mediante la evaluacion de 2000 EPC, de los cuales se identificd la
presencia o ausencia de MN, en las muestras se pueden observar células de color
oscuro que son ENC, células de color rojo que son los EPC y puntos de color verde

fluorescente que son un MN.
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5.7.Andlisis estadisticos

Los resultados de la induccion de MN y de la frecuencia de los EPC se presentan en
media = desviacion estandar, con el programa estadistico SPSS/PC V16 se
compararon mediante un andlisis de varianzas, seguida de una prueba de Tukey.
Para los casos de NIF y DIF, se les analizé con una chi-cuadrada, con el programa
STATISTICA/PC V7, para todos los casos el nivel de significancia fue de p<0.05
(Adler et al., 1998).

Para la induccion de MN se calcul6 la Frecuencia de Induccién Neta de MN (NIF por
sus siglas en inglés) para descartar la induccion espontanea que obtengan los
grupos a la hora 0 ya que no se le habia aplicado ningun tratamiento y la Frecuencia
de Induccion Diferencial de MN (DIF por sus siglas en inglés) lo que permitio
descartar la posibilidad de que el efecto a observar fuera producto de la
manipulacion, restando la induccion que hay en el grupo testigo. EI NIF y DIF se
analizaron con una Chi-cuadrada. En todos los casos se considerdé un nivel de
significancia de p< 0.05 (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2001).
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6. Resultados

6.1. Evaluacion de las frecuencias de MN inducidas por los compuestos de

Cr (Il) en machos y hembras

En el cuadro 3 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de
las 0 a las 72 horas, en los grupos de ratones macho tratados con los compuestos de
Cr (ll1). El CrK(S0O4), fue administrado en una dosis baja (25mg/kg) y una dosis alta
(38mg/kg) ambos por via i.p., mientras que, el CrCl; solo se administré6 en una dosis
de 40 mg/kg por via i.p. Como se muestra en el cuadro, ninguno de los tratamientos
incrementd de manera estadisticamente significativa las frecuencias de MN, solo se
observé un incremento de alrededor de un MN en el grupo tratado con CrK(SO4), en

la dosis baja a la hora 48 después del tratamiento.

Cuadro 3. Frecuencia de MN en machos tratados con los
compuestos de Cr (lll) (xxde)

Tratamiento Dosis (mg/kg) N Hora MN /1000 células * d.e.
0 0.50+0.71
_ 24 0.80+0.45
Testigo 0 5 48 1.20+0.84
72 1.30+0.57
0 0.80+0.57
24 1.00+1.46
CrK(S0.). 25 5 48 2.00+1.77
72 0.90+0.74
0 1.40+0.89
Crk(SO.), - 5 24 1.20+0.45
48 1.10+0.55
72 0.50+0.35
0 1.50+0.79
24 0.60+0.22
CrCls s : 48 0.60+0.65
72 0.80+0.67
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A los datos obtenidos se les calculo el valor absoluto de la frecuencia neta de la
induccion de MN (NIF). Esta frecuencia parte de la premisa de que la induccion de
los MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que, al restarle el
namero de MN evaluados en la hora 0 a las siguientes horas, se asume que se

obtiene la induccién “neta” de MN (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

NIF = |valor observado en el grupo “A” a la hora x; — valor observado en el

grupo “A” a la hora 0|

Dénde:

A = grupo
X; = tiempo de evaluacion

En la figura 6 se muestran los calculos realizados del NIF a las frecuencias de MN de
los grupos tratados con los compuestos de Cr (lll), se observa que se incrementa la
frecuencia de MN de manera estadisticamente significativa en la hora 48 cuando se
administré la dosis baja de CrK(SO,). con respecto al grupo testigo y a los otros

tratamientos de Cr(lll).
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3

Testigo
CrK(SO4)2 25mgikg
CrK(S04)2 38mgikg
CrCls

Frecuencia de MN

Hora 48

3

Testigo
CrK(S0O4)2 25mgikg
CrK(S0O4), 38mglkg
CrCl3

e MN

°
8
7]
c
)
S
1]
o
[

Hora 72

3

Testigo
CrK(S0O4)2 25mgikg
CrK(S0O4), 38mglkg
CrCl3

d
—_—
o
o

Frecuencia de

Figura 6. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN calculado para 10000
EPC cuando se administré el CrCls y el CrK(SO,4), a machos (*: estadisticamente
significativo p<0.05).
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A los datos obtenidos también se les calculd el DIF en cual consistio en restarles los
valores respectivos de cada hora del grupo testigo a los tratados. La intencion de
analizar los datos de esta forma fue para “eliminar” la induccion de MN espontanea,
asumiendo que los MN evaluados a las diferentes horas en el grupo testigo, es la

induccion basal durante el experimento (Garcia Rodriguez, 2006).

DIF = |valor observado en el grupo tratado a la hora x; — valor obtenido en el
grupo testigo ala hora x|

Doénde: x; = tiempo de evaluacién

En la figura 7 se muestran los célculos realizados del DIF a las frecuencias de MN de
los grupos tratados con los compuestos de Cr (lll), se observa que persiste el efecto
en el grupo tratado con CrK(S0Q,), (dosis baja de 25mg/kg) a la hora 48, el cual
también resulté estadisticamente significativo.

140
120 6
=
Z 100
L'
©
g 80 = CrK(S04)2 25mg/kg
& 60 ——  CrK(SOa)2 38mgikg
=
] CrCls
L 40

Figura 7. Andlisis por tiempo y por grupo del DIF de MN calculado para 10000 EPC
cuando se administro el CrK(SO,), y el Cl;Cr a machos (*: estadisticamente
significativo).
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En el cuadro 4 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de
las 0 a las 72 horas, en los grupos de ratones hembra tratadas con los compuestos
de Cr (lll). ElI CrK(SOy), fue administrado en una dosis de 38mg/kg por via i.p., y
CrCl3 se administré en una dosis de 40 mg/kg también por via i.p. Como se muestra
en el cuadro ninguno de los tratamientos indujo un incremento en el nimero de MN
de manera estadisticamente significativa, a diferencia de los machos tratados con
Cr(lll) en las hembras el mayor incremento (alrededor de un MN) se observé en el

grupo tratado con CrCl; a la hora 48 después del tratamiento.

Cuadro 4. Frecuencia de MN en hembras tratadas con los
compuestos de Cr (lll) (xxde)

Tratamiento Dosis (mg/kg) N Hora MN / 1000 células + d.e.
0 0.60+0.82
_ 24 0.70+0.67
Testigo 0 5 48 0.70+0.57
72 1.10+0.42
0 0.70+0.67
24 1.00+0.87
CrK(SO.), 38 S 48 0.70+0.57
72 0.70+0.84
0 0.70+£0.57
24 1.30£1.15
CrCl, 40 S 48 1.90+2.01
72 0.70+£0.57

Al igual que en los machos, a los datos obtenidos se les calcul6 el NIF. En la figura 8
se muestran las frecuencias de MN de los grupos de hembras tratadas con los
compuestos de Cr (lll) con base a los calculos realizados del NIF, al grupo al cual se
le administré el ClIsCr muestra un incremento en la muestras obtenidas a la hora 48
después de los tratamientos el cual resulté estadisticamente significativa con relacion

a los otros grupos.
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Hora 24

140 -
g 120 -
$ 1004 B Testigo
g 80- B Crk(sO
§ 60 - rK(SOy),
S 40 - “ CrCly
E 20 1 _— A -~y

0

Hora 48
g 140 -
3 120 m Testigo
3 bell CrK(SO
S 80 - m CrK(SOa),
§ 60 - m CrCly
£ 40
[ *

Hora 72
> 140 - ¥
= 120 -
© 100 - m Testigo
'§ 80 - B Crk(SO,),
S 60 - " CrCls
E 40 -

Figura 8. Anédlisis por tiempo y por grupo del NIF absoluto de MN calculado para 10000

EPC cuando se administré CrK(S0O,), y ClsCr a hembras. (*: estadisticamente
significativo p<0.05).
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En la figura 9 se muestran los célculos realizados del DIF a las frecuencias de MN de
los grupos de hembras tratadas con los compuestos de Cr (lll), se observa que el
efecto persiste en el grupo tratado con CrCl; a la hora 48, el cual también resulté

estadisticamente significativo.

- CrK(SO4)2
CrClg

=
=
)
°
8
7]
c
)
S
1]
@
|~
[

Figura 9. Andlisis por tiempo y por grupo del DIF de MN calculado para 10000 EPC

cuando se administré6 CrK(S0O,), y CrCl; a hembras. (*: estadisticamente significativo
p<0.05).

6.2. Evaluacion de las frecuencias de MN inducidas por los

compuestos de Cr (lll) en machos y hembras

En el cuadro 5 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de
las 0 a las 72 horas, en los grupos de ratones macho tratados con los compuestos de
Cr (VI). El K,CrO,4 fue administrado en una dosis baja (25 mg/kg) y una dosis alta (38
mg/kg) ambos por via i.p., el K.Cr,0; y el Na,Cr,O; solo se administraron en una
dosis de 25 mg/kg por via i.p., y el CrO3 con una dosis de 20mg/kg. Como se observa
en el cuadro en los grupos tratados con ambas dosis (baja y alta) de K,CrO,4 se
indujeron incrementos en el nimero de MN (de 3 a5 MN) las 24 y 48 horas. Mientras
qgue, en la administracion del K,Cr,O7 se observa un incremento en la frecuencia de MN

(alrededor de 7) solo la hora 48 al igual que el grupo tratado con Na,Cr,O7. Al grupo
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que se le administrd el CrO; fue el que presentdé el mayor efecto ya que, se
incrementaron las frecuencias de MN de manera estadisticamente significativa desde

la hora 24 y el efecto persistié hasta la hora 72.

Cuadro 5. Frecuencia de MN en machos tratados con los
compuestos de Cr (VI) (xxde)

Tratamiento Dosis (mg/kg) N Hora MN / 1000 células
0 1.40+0.82
' 24 0.50+0.87
Testigo 0 5 48 0.30+0.45
72 0.50+0.35
0 1.00+0.61
24 4.10+1.85
K,Cro, 25 S 48 4.70+2.33"
72 1.90+1.08
0 1.40+1.08
24 3.00£1.17
K,CrO, 38 S 48 5.20+1.72"
72 0.80+0.27
0 1.00+0.61
24 0.50£0.35
K,Cr,0; 25 S 48 7.50+2.34°
72 0.90+0.65
0 1.30+1.15
24 3.10+1.74
Na,Cr,0; 25 S 48 6.00+3.04"
72 1.90+0.42
0 0.90£0.42
24 5.50+1.10°
CrO; 20 S 48 13.30£1.95
72 3.70+0.76

*: estadisticamente significativo p<0.05

En la figura 12 se muestran las frecuencias de MN de los ratones macho tratados
con Cr (VI) al realizarles el andlisis del NIF. En la muestras de las 24 horas se
observa que a excepcion del Na,Cr,O; todos los compuestos de Cr (VI)
incrementaron estadisticamente significativa las frecuencias de MN y a las 48 horas
se observa un incremento de la frecuencia de MN de todos los compuestos de
Cr(VI). Mientras que, solo la administracién del CrO3; presenta efectos significativos a

las 72 horas después del tratamiento.
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Hora 24
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Z 120 - B Testigo
% 100 _/ K2CrOy4 25mglkg
g 80 - K2CrO4 38mglkg
‘o B Na,Cr,07
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w 20 3
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E 100 K2CrO4 25mg/kg
& 80 K2CrO4 38mglkg
E 60 B Na,Cr,07
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@
E 20 u Cr03
0 _— 4 P r 4

Figura 12. Andlisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 10000 EPC
cuando se administro K,CrOy, k,Cr,07, Na,Cr,0; y CrO3; a hembras. (*: estadisticamente
significativo p<0.05).
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En la figura 13 se muestra el DIF a las frecuencias de MN de los grupos de machos
tratados con los compuestos de Cr (VI), al realizar este analisis se observa que
persisten los efectos descritos para el NIF los cuales también fueron

estadisticamente significativas con este andlisis.

3
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Figura 13. Anélisis por tiempo y por grupo del DIF de MN calculado para 10000 EPC

cuando se administré K,CrO,, k,Cr,0O;, Na,Cr,0; y CrO; a hembras. (*:
estadisticamente significativo p<0.05).

En el cuadro 6 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de
las 0 a las 72 horas, en los grupos de ratones hembra tratadas con los compuestos
de Cr (VI). El K,CrO, fue administrado en una dosis de 38mg/kg por via i.p., el
K>Cr,O; con una dosis de 40mg/kg por via i.p., el Na,Cr,O; se administré6 en una
dosis de 25 mg/kg por via i.p., y el CrO3 con una dosis de 20mg/kg. Como se
muestra en el cuadro en los grupos tratados con K,CrO4 y Na,Cr,O; se indujo un
incremento en las frecuencias de MN (4 y 3 respectivamente) que resulto
estadisticamente significativo solo para el K,CrO,4. La administracion de K,Cr,0Oy

presento efectos estadisticamente significativos tanto en la hora 48 como en la 72 (10
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y 6 MN respectivamente). Mientras que, el grupo tratado con CrO3 tuvo un aumento
de la frecuencia de MN desde la hora 24 hasta la hora 72, todos sus valores

resultaron estadisticamente significativos.

Cuadro 6. Frecuencia de MN en hembras tratadas con los
compuestos de Cr (VI) (xxde)

Tratamiento Dosis (mg/kg) N Hora MN /1000 células + de
0 0.60+0.82
_ 24 0.70+0.67
Testigo 0 5 48 0.70+0.57
72 1.10+0.42
0 1.10+0.82
24 1.20+0.91
K,CrO, 38 S 48 4.10+1.85
72 1.40+0.55
0 1.70+1.20
24 2.80+1.95
K,Cr,0 40 S 48 10.60+3.38"
72 6.00+3.50°
0 1.20+0.57
24 1.10+0.65
Na,Cr,0; 25 S 48 3.40+1.88
72 0.90+1.24
0 1.00+1.00
24 6.20+1.35
CrO; 20 S 48 8.40+1.14°
72 5.80+0.84

*: estadisticamente significativo p<0.05

En la figura 14 se muestran las frecuencias de MN de los ratones hembra tratadas
con Cr (VI) cuando se les calculd el NIF, en donde se puede observar que persisten
los incrementos significativos observados en el cuadro cuando se les aplico la
ANOVA, a excepcion del grupo Na,Cr,07, en el cual el aumento de MN a la hora 48

resulta estadisticamente significativo con este analisis.
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Figura 14. Analisis por tiempo y por grupo del NIF de MN calculado para 10000 EPC

cuando se administré K,CrO,, k,Cr,07, Na,Cr,0;y CrO; a hembras. (*:
estadisticamente significativo p<0.05).
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En la figura 15 se muestran los célculos realizados del DIF a las frecuencias de MN
de los grupos de hembras tratadas con los compuestos de Cr (VI), se observa que la
administracion del KyCr,O; incrementa la frecuencia de MN de forma
estadisticamente significativa en desde la hora 24 y hasta las 72 horas, en
comparacion con los anteriores analisis. De igual manera, el efecto observado del
CrO3 a las 72 horas ya no resulta estadisticamente significativo en comparacién con

el andlisis anterior.

140

120 Q

100 *

80 /\ K,CrO,
50 / \ — KyCr,0,

/ \ = Na,Cr,0-
40

1 \* —— Cr0;

Frecuencia de MN

20

Figura 15. Analisis por tiempo y por grupo del DIF de MN calculado para 10000 EPC

cuando se administré K,CrQO,, k,Cr,0O;, Na,Cr,0; y CrO; a hembras. (*:
Estadisticamente significativo p<0.05).

6.3. Comparacién de la genotoxicidad de los compuestos de Cr (lll) en

hembras vs machos

En el cuadro 7 se muestra un cuadro comparativo entre en los grupos de ratones
hembra y macho de los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de las 0 a las
72 horas, cuando se administraron los compuestos de Cr (lll). Al administrar el
CrK(S0O,). Y el CrClz no se observan diferencias estadisticamente significativas en las
frecuencias de MN pues estas son de alrededor de 1 MN para todas las horas de

evaluacion.
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Cuadro 7. Frecuencia de MN en hembras vs machos tratados con los
compuestos de Cr (Ill) (xxde)

MN / 1000 células *

Tratamiento Sexo Dosis(mg/kg) N Hora d.e
0 0.70+0.67
24 1.00+0.87
CrKk(S0.), Q 38 S 48 0.70+0.57
72 0.70+0.84
0 1.40+0.89
24 1.20+0.45
CrK(S0,), 3 38 5 48 1.10+0.55
72 0.50+0.35
0 0.70+0.57
24 1.30+1.15
CrCl, ? 40 S 48 1.90+2.01
72 0.70+0.57
0 1.50+0.79
24 0.60+0.22
CrCl, 3 40 5 48 0.60+0.65
72 0.80+0.67
6.4. Comparacion de la genotoxicidad de los compuestos de Cr (VI) en

hembras vs machos

En el cuadro 8 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de
las 0 a las 72 horas, comparando entre en los grupos de ratones hembra y macho
tratados con los compuestos de Cr (VI). A diferencia del cuadro anterior de Cr (lll)
hembras vs machos, en este si se pueden observar diferencias en las frecuencias de
MN evaluadas tanto en hembras como en machos. Cuando se administro el K,CrOg4
se observa que en los machos la frecuencia de MN se incrementa desde la hora 24 y
el efecto persiste hasta la hora 48 a diferencia de los hembras la elevacion de la
frecuencia de MN sélo puede observarse en la hora 48, sin embargo no hubo
diferencias estadisticamente significativas. Al administrar el Na,Cr,O; tanto en
hembras como en machos la frecuencia de MN se elevo a las 48 horas después del

tratamiento, pero fue en los machos donde el efecto fue mayor con una frecuencia de
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6 MN y este valor fue estadisticamente significativo. Y finalmente cuando se
administré CrO3; se pudo observar que la frecuencia de MN se incremente desde la
hora 24 y el efecto persiste a la hora 72, pero este fue mayor en los machos cuando

se evaluo la hora 48 resultando estadisticamente significativo.

Cuadro 8. Frecuencia de MN en hembras vs machos tratados con los
compuestos de Cr (VI) (xxde)

Tratamiento Sexo  Dosis(mg/kg) MN /1000 celulas +

N Hora d.e.
0 1.10+0.82
24 1.20+0.91
K,CrOy, ? 38 S 48 4.10+1.85
72 1.40+0.55
0 1.40+1.08
24 3.00+1.17
K,CrOy, 3 38 5 48 5.20+1.72
72 0.80+0.27
0 1.20+0.57
24 1.10+0.65
Na,Cr,O-, ? 25 S 48 3.40+1.88
72 0.90+1.24
0 1.30+1.15
24 3.10+1.74
Na,Cr,0, &) 25 S 48 6.00+3.04*
72 1.90+0.42
0 1.00+1.00
24 6.20+1.35
CrO; Q 20 S 48 8.40+1.14
72 5.80+0.84
0 0.90+0.42
24 5.50+1.10
CrO; 3 20 S 48 13.30+1.95*
72 3.70+0.76

* estadisticamente significativo. p<0.05
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6.5. Evaluacion del efecto citotéoxico de los compuestos de Cr (Ill) en

machos y hembras

En el cuadro 9 se muestra la frecuencia de EPC con respecto a los ENC para evaluar
la citotoxicidad de los compuestos de Cr (lll) administrados en grupos de ratones
macho. Cuando se administro el CrCls la frecuencia de de EPC a la hora 0 y 24 del

tratamiento resultaron estadisticamente significativas.

Cuadro 9. Frecuencia de EPC en machos tratados con compuestos de Cr (lll)

(xxde)
Tratamiento Dosis(mg/kg) N Hora EPC / 1000 células
0 5 0 52.60+5.86
Testigo 24 60.20+9.42
48 64.20+15.05
72 65.40+5.86
25 5 0 51.40+8.20
CrK(S0y): 24 52.80+8.84
48 62.00£3.60
72 55.20+7.95
38 5 0 67.40+7.40
CrK(S0y): 24 53.80+£14.27
48 73.00+15.87
72 75.80+18.04
40 5 0 82.00+10.37
CrCl; 24 93.4045.59"
48 82.20+6.38
72 84.80+4.60

*: estadisticamente significativo p<0.05

En el cuadro 10 se muestran las frecuencia de EPC respecto a los ENC de los
tratamientos de los compuestos de Cr (lll) administrados via i. p. a los ratones
hembra. En la administracion de los dos compuestos de Cr (lll) ninguna de las

frecuencias de EPC resultaron estadisticamente significativas.
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Cuadro 10. Frecuencia de EPC en hembras tratadas con compuestos de Cr (IlI)

(xxde)
Tratamiento Dosis(mg/kg) N Hora EPC / 1000 células

0 55.80+£17.02
_ 24 68.80+10.83
Testigo 0 S 48 81.40+12.14
72 92.20+32.17
0 65.00+6.80
24 61.80+11.82
CrK(SO.), 38 > 48 68.60+8.90
72 70.80+10.18
0 82.00+10.37
24 93.40+5.59
CrCl, 40 S 48 82.20+6.38
72 84.80+4.60

6.6. Evaluacion del efecto citotéxico de los compuestos de Cr (VI) en

machos y hembras

En el cuadro 11 se muestra la frecuencia de EPC con respecto a la ENC en los
grupos de ratones macho tratados con los compuestos de Cr (VI). Se pueden
observar modificaciones en la frecuencia de EPC en el grupo tratado con k,CrO4 en
su dosis de 25mg/kg en la evaluacion de sus cuatro horas, en el grupo k,Cr,0O7 se
observa un efecto estadisticamente significativo en la hora 48 y 72, en el Na,Cr,07
se modifico la frecuencia de EPC en sus hora 24, 48 y 72 de evaluacion, y por ultimo
el CrO3 tuvo efectos estadisticamente significativos en la frecuencia de EPC a la hora
24, 48 y 72 de evaluacion.

43



[ffectas genotiticos de los compestos de (r (W) y (V) en el ratdn (D-1 in vivo

Cuadro 11. Frecuencia de EPC en machos tratados con compuestos de Cr (VI)

(xxde)
Tratamiento Dosis(mg/kg) N Hora EPC / 1000 células
0 78.00+8.15
_ 24 84.80+6.06
Testigo 0 S 48 88.80+9.44
72 83.20+6.18
0 40.00+7.07"
24 46.60+6.50°
K,CrO,4 25 S 48 55.00+7.52°
72 66.40+14.69°
0 75.00+14.01
24 62.00+6.20
K,CrO, 38 S 48 69.80+13.53
72 68.60+12.50
0 100.60+19.29
24 106.20+14.53
K,Cr,0; 25 5 48 73.4046.66°
72 71.40+10.14"
0 47.40+9.76°
24 55.80+7.33"
Na,Cr,O; 25 S 48 61.60+15.72"
72 56.00+14.26"
0 62.60+5.41
24 57.60+8.60"
CrO; 20 S 48 59.20+8.61"
72 54.60+6.35

*. estadisticamente significativo p<0.05

En el cuadro 12 se muestra la frecuencia de EPC con respecto a la ENC en los
grupos de ratones hembra tratados con los compuestos de Cr (VI). Se pueden
observar modificaciones estadisticamente significativas en la frecuencia de EPC
en el grupo tratado con k,CrO4 en la evaluacion de su hora 72, igualmente en el
grupo k.Cr,0O7 y Na,Cr,07 se modificé significativamente la frecuencia de EPC en

su hora 72 de evaluacion.
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Cuadro 12. Frecuencia de EPC en hembras tratadas con compuestos de Cr (VI)

(xxde)
Tratamiento Dosis(mg/kg) N Hora EPC / 1000 células

0 69.00+9.70

_ o4 61.75+6.50

Testigo 0 4 48 67.75+4.50
72 85.00+23.11

0 53.80+5.60

24 55.60+4.83

K,CrO, 38 5 48 52.80+6.68
72 54.80+8.40*

0 76.00+11.62

24 68.40+6.80

K,Cr,0, 40 5 48 59.00+7.35
72 57.67+7.57*

0 56.20+6.76

24 62.00+6.70

Na,Cr,O; 25 S 48 66.803.96
72 62.39+11.42*

0 77.606.73

o4 81.00+5.34

CrO; 20 > 48 73.20+9.98
72 76.60+12.52

*. estadisticamente significativo p<0.05
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7. Discusion

Los compuestos de Cr (Ill) y (VI) han sido ampliamente estudiados debido a que son
cancerigenos e inductores de dafio genotoxico (Newman e Intosh, 1991; O Brien et
al., 2003). En trabajos realizados previamente en el laboratorio de Antimutagénesis
de la UNIGEN, se observd que compuestos del Cr (VI) como el CrOsz y K;Cr,0O7
inducian la formacion de MN en hembras adultas gestantes y no gestantes (Garcia-
Rodriguez et al., 2001; Garcia-Rodriguez, 2006; Garcia-Rodriguez et al., 2007). La
técnica de MN es utilizada para evaluar dafio genotéxico, debido a que un incremento
en la frecuencia de MN en animales tratados con agentes quimicos, indica que estos
agentes inducen dafio cromosémico (Hayashi et al., 2000). En los resultados de este
estudio se observé que los compuestos de Cr (lll) administrados a hembras y
machos de raton de la cepa CD-1 no indujeron dafio genotdxico, ya que no se
incrementaron de manera estadisticamente significativas las frecuencias de MN, sin
embargo la administracion de los compuestos de Cr (VI) si presentd efectos
genotoxicos, ya que se observé un aumento en las frecuencias de MN, el cual resulté

mayor para los machos en comparacién con las hembras.

El hecho de que la administracién a machos y hembras de los compuestos de Cr (lll)
[CrCl3 y CrK(SO4), para ambas dosis (baja y alta) incrementara de 10 a 14 MN por
10000 EPC implica que bajo nuestras condiciones de trabajo los compuestos de
Cr(lll) no indujeron dafio genotoxico, ya que organizaciones como la FDA (2000) y la
OECD (1997) han propuesto que se considere como un agente genotoxico sélo
aquellos compuestos que incrementan los MN a mas de 40/10000 EPC. Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado por Tsapakos et al., (1983) quienes
administraron por via i.p. dosis de hasta 80 mg/kg de CrCl; a ratas Sprague-Dawley y
no observaron dafio al ADN evaluado mediante la fragmentacion empleando la
técnica de elucion alcalina. Sin embargo, Levis y Majone (1979) observaron que la
administracion de CrK(S0Q,), induce dafio genotéxico en cultivos in vitro de células de

hamster chino, ya que incrementa la formacién de AC, aungue no modifica los ICH,
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lo que puede estar relacionado con el estado de oxidacion y la solubilidad del
compuesto, ya que se ha descrito que las formas insolubles de Cr (lll) y (VI) son mas
toxicas que las solubles, debido a que las formas solubles no perduran en los tejidos
expuestos y rapidamente se eliminan del cuerpo (De Flora et al.,, 1990; Newman e
Intosh, 1991; O Brien et al., 2003).

Por otra parte, el hecho de que no se haya observado dafio genotoxico inducido por
los compuestos de Cr (lll) puede estar relacionado con la poca capacidad de estos
para atravesar la membrana celular (Smith, 1970; Ashby et al., 1995), aunque se ha
descrito que cuando se administran a altas concentraciones (mM) los compuestos
de Cr (lll) pueden atravesar de forma pasiva la membrana celular y nuclear
induciendo dafio directamente ya que se ha observado en estudios in vitro que el Cr
(11 muestra una alta afinidad por los &cidos nucleicos e induce dafio (Tamino et al.,
1981; Tsapakos y Wetterhahn, 1983; Buttner y Beyersmann, 1985; Wise et al., 1993;
Stearns et al., 1995; Arakawa et al.,, 2000). Esto puede indicar que las dosis
empleadas en nuestro estudio tal vez no fueron las suficientes para atravesar la
membrana pasivamente e inducir MN. Cabe mencionar que cuando se administraron
las dosis de CrK(S0Q,)2, no hubo un incremento estadisticamente significativo de MN
con la dosis alta, aunque la dosis baja indujo un incremento en la frecuencia de MN.
El hecho de que el mayor efecto se haya observado con la dosis baja de CrK(SOy), y
no con la dosis alta, puede deberse al fendbmeno de hormesis, que describe que la
dosis-respuesta de un agente genotdxico se caracteriza por una mayor estimulacion
del efecto de la dosis baja, a diferencia de la dosis alta (Que muestra menor efecto)
(Calabrese, 2002).

Cuando se administraron los compuestos de Cr (VI) en hembras y machos se
observd que se incrementaban las frecuencias de MN de forma estadisticamente
significativa a las 24 y las 48 horas. Se ha descrito, que en general que entre las 24y
48 horas es cuando se presenta la mayor distribucion y biotransformacion de los
agentes quimicos (Scialli, 1992), de ahi que se plantee que las evaluaciones de MN

se realicen a las 48 horas después de administrados los tratamientos, aunque no se
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debe descartar que en algunos casos pueden persistir los efectos hasta 72 horas
(Salamone y Heddle, 1983; MacGregor et al., 1987).

Por otra parte, el efecto observado cuando se le administré el K,CrO,4 concuerda con
lo reportado previamente por Wild, (1978) vy Kaths, (1981) quienes también
observaron un incremento en las frecuencias de MN en médula 0sea, al administrar
dosis mayores que la de nuestro estudio (40-48 mg/kg) a ratones de la cepa NMR1 y
hamsters chinos respectivamente. Se ha descrito que la administracion del K,Cr,O7
(20 a 75mg/kg) induce dafio al material genético mediante la formacién de MN y AC,
en ratones de la cepa BALB/c (Fabry, 1980; Léonard y Deknudt, 1981), al igual que
en nuestro estudio donde se administraron dosis de 25 y 38 mg/kg. Los resultados
obtenidos cuando se administré el Na,Cr,O; en una dosis de 25 mg/kg mostraron
dafio genotdxico al incrementarse estadisticamente significativas las frecuencias de
MN, lo que apoya con lo reportado por Tsapakos, (1981, 1983) quien también realizé
estudios in vivo administrando dosis de 20 a 50mg/kg a ratas Sprage-Dawley, en las
gue evaluo la fragmentacion de ADN células de rifion e higado. Finalmente, al igual
qgue para los otros compuestos de Cr (VI) empleados en nuestro estudio el efecto
observado para el CrO3 para hembras, concuerda con lo descrito previamente por
Garcia-Rodriguez et al., (2001) quienes ya habian reportado dafio genotoxico
mediante el incremento de MN con dosis similares a las que se emplearon en este
estudio tanto en hembras adultas y como gestantes (Garcia-Rodriguez y Altamirano
Lozano 2007). Particularmente, en estudios realizados in vitro con CrOs;, se ha
descrito que este compuesto puede generar dafio genotéxico como la inhibicién de la
sintesis de ADN, incrementos en el ICH y la formacion de AC (Sirover y Loeb, 1976;
Tsuda y Kato, 1977; Levis and Majone, 1979; GoOmez-Arroyo et al., 1981).

A pesar de que el Cr (VI) muestra muy poca actividad biolégica (es decir la
interaccion con macromoléculas celulares), sin embargo se encuentra bajo
condiciones fisiologicas en forma de oxianion cromato y atraviesa la membrana
celular a través de transportadores de aniones no especificos de fosfatos/sulfatos

(Buttner et al., 1985; Arslan et al., 1987). Dentro de la célula es sometido a una
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reduccion metabdlica por el acido ascérbico (Asc), el glutation (GSH), el peroxido de
hidrogeno (Kawanishi et al., 1986), y la cisteina (Cys) principalmente, sin embargo
hay otros reductores intracelulares del Cr (VI) como lo son el citocromo P450
reductasa (Mikalsen et al., 1989; 1991), la glutation reductasa (Shi y Dalal, 1989), el
aldehido oxidasa (Banks y Cooke, 1986), las catecolaminas (Pattison et al., 2001), la
DT-diaforasa (De Flora et al., 1985), la sangre y secreciones gastricas (De Flora et
al., 1997). De estas sustancias se cree que el Asc y los tioles (Cys>GSH) son lo mas
importantes reductores de Cr (VI), siendo el primero favorecido cinéticamente
(Quievryn et al., 2003). En general hay dos vias para la reduccion del Cr (VI), en
primer lugar una serie de reduccion de un solo electrén, puede ocurrir en niveles
bajos de reductores produciendo las especies intermedias Cr (V), Cr (IV) y en ultima
instancia el Cr (Ill). La otra posibilidad se da cuando los niveles intracelulares de los
agentes reductores estan en exceso total sobre el Cr (VI), el paso inicial consiste en
la reduccién de dos electrones dando como resultado al Cr (IV), y seguido de la
reduccion de un electron generando Cr (lll) (Stearns et al., 1995). Durante el
metabolismo reductivo del Cr (VI) se puede conducir a la generacion de especies
reactivas de radicales carbdn-base (es decir Asc:) y producir efectos tdxicos
secundarios (aductos y rupturas en la cadena de ADN) (Stearns et al., 1994, 1995).
Sin embargo, se pueden formar otras especies reactivas como el radical OH-, de
hecho se ha sugerido que las especies reactivas intermedias generadas en la
reduccion del Cr (VI) pueden participar en una reaccion de Fenton interactuando con
el H,O, provocando la produccién de radicales OH-, esto ha sido apoyado en
experimentos donde se ha aislado ADN para tratarlo con Cr (lll) y H,O, lo cual
condujo a la formacién de ERQO’s, sitios abasicos y rompimiento de la cadena de
ADN (Shi y Dalal, 1989). Por otra parte en el ciclo de Haber-Weiss, estos autores
proponen que el radical O, puede causar la reduccion del Cr (VI) y como
consecuencia generar Cr (V), y este a su vez puede reaccionar con H,O, para formar
el radical HO-.
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En este estudio se evalud el efecto genotdxico de los compuestos de Cr (Il) y Cr (VI)
tanto en ratones hembras como en machos de la cepa CD-1, ya que la mayor parte
de la informacion actual es en estudios con machos, y se ha recomendado evaluar
dafio genotoxico en ambos sexos (con un minimo de 5 animales de cada sexo)
(FDA, 2000). Si un resultado positivo es obtenido en uno de los sexos, un agente de
prueba puede ser clasificado como genotdxico, pero ambos sexos deben ser
probados para verificar un resultado negativo en uno de los sexos (MacGregor et al.,
1987), dado que al probar los compuestos de Cr (lll) obtuvimos resultados negativos
en nuestro estudio se probaron todos los compuestos en ambos sexos, con la
finalidad de poder comparar los resultados de los tratamientos de Cr (lll) y (VI) tanto
en hembras como en machos. Las diferencias de la induccion de dafio genotdxico
observadas en el presente trabajo pueden ser debidas a factores de: a) conducta; ya
gue se ha descrito que los ratones machos tienden a pelear por el control del grupo
por lo que se encuentran sometidos a estrés permanentemente (cabe mencionar que
los grupos de machos de este estudio generalmente se encontraban peleando) y b)
la otra causa probable puede estar involucrada con el metabolismo asociado con

factores hormonales (Scialli, 1992; Denmark et al., 2010).

Al evaluar la citotoxicidad de los compuestos de Cr (lll) en las hembras y machos
ninguno de los resultados de las diferentes horas de evaluacion resulté estadisticamente
significativo por lo que no podemos hablar de citotoxicidad por parte de estos
compuestos, aunque sabemos que la evaluacién de la frecuencia de EPC en sangre
periférica nos puede indicar dafio citotoxico (Venitt y Parry, 1984), en diferentes
estudios ha sido imposible concluir respecto a este parametro debido a la variabilidad
natural que presenta; ya que un compuesto puede inducir muerte celular, por lo que
si disminuye la frecuencia de EPC; a su vez esta sefial puede desencadenar
proliferacion acelerada de eritrocitos para compensar dicha muerte (Venitt y Parry,
1984; Krishna et al., 2000). Por otra parte, los compuestos de Cr (VI) en hembras y
machos disminuyeron las frecuencias de EPC con respecto a la de ENC, por lo que

podemos hablar de un efecto citotdéxico por parte de dichos compuestos, pero la
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interpretacion de estos resultados se debe tomar con reserva debido al efecto
anteriormente mencionado. EI posible efecto citotdxico observado con los
compuestos de Cr (Ill) coincide con lo descrito por otros autores que indican que los
compuestos de Cr (VI) son citotdéxicos debido a la capacidad que tiene de generar
estrés oxidativo, dafio en el ADN y muerte celular por apoptosis (Bagchi et al., 2002).
Al comparar los resultados de los compuestos de Cr (lll) y (VI) estos Ultimos tienen
un mayor efecto en la frecuencia de EPC, esto concuerda con ensayos de prueba
donde se ha demostrado que el Cr (VI) es capaz de exhibir una citotoxicidad mas
pronunciada que los compuestos de Cr (lll) por su mayor produccion de ERO’s
(Bagchi et al., 2002). Finalmente, la citotoxicidad observada puede depender de la
capacidad de respuesta celular a los compuestos de Cr y la captacién de iones de

este elemento por parte de las diferentes lineas celulares (Britton et al., 2008).
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8. Conclusiones y comentarios finales

i. La administracion por via i.p. de los compuestos de Cr (lll) [CrClz y CrK(SO4)]
a ratones macho y hembra de la cepa CD-1 no incrementd de

significativa las frecuencias de MN por lo que no tienen efecto genotoxico.

ii. La administracion por via i.p. de los compuestos de Cr (VI) [k2CrO4, Na,Cr,07,
K.Cr,O; y CrOg3] a ratones hembra y macho de la cepa CD-1 incrementan

las frecuencias de MN por lo que tienen efecto genotoéxico.

iii. La formacién de MN observados cuando se administraron los compuestos de
Cr (VI), puede deberse al efecto de las ERO’s y RL que se generan
durante la reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) una vez que estos compuestos

atraviesan la membrana celular.

iv. EI dafio genotéxico inducido en los machos por la administracion de los
compuestos de Cr (Ill) y (VI) se observé en el siguiente orden de mayor a
menor CrO3 > K,Cr,07 > Na,Cr,0O7 > K,CrO4 > CrK(SOy), > CrCls, y en las
hembras K;Cr,0O; > CrO3 > K,CrO4 > NayCr,0O75 CrClz > CrK(SO4y)s.

v. La administracion de los compuestos de Cr (VI) indujeron mayor dafio
genotoxico en los machos que en las hembras, lo cual puede estar
relacionado con diferencias conductuales y del metabolismo asociado con

factores hormonales.
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vi. La administracion por via i.p. de CrCl; y del CrK(SO,), a ratones macho y
hembra de la cepa CD-1 no modifican las frecuencias de EPC con
respecto a los ENC, por lo que no tienen efectos citotoxico evaluado con

este parametro.

vii. La administracion por via i.p. del k,CrOg4, el Na,Cr,07, el K,Cr,07 y el CrO3 a
ratones macho y hembra de la cepa CD-1 tuvo efecto citotoxico debido a
gue disminuyeron las frecuencias de EPC con respecto a las de ENC de

manera estadisticamente significativa.
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10. ANEXOS

El presente trabajo fue presentado de manera parcial o total en los

siguientes eventos académicos:

i)

i)

Evento: XIV Simposio del Departamento de Ciencias de la Salud,
Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa, D.F. Celebrado del 23 al
25 de septiembre de 2009.

Titulo de la ponencia: “Efectos Genotdxicos de los Compuestos de Cromo
(VI) y (Il1) en el Ratén CD-1 in vivo”

Autores: Pereyra Mejia Pedro Salvador, Altamirano Lozano Mario y Garcia

Rodriguez Ma. del Carmen.

Evento: Congreso Nacional de Genética 2009, de la Sociedad Mexicana de
Genética, Universidad Veracruzana. Xalapa, Veracruz, México. Celebrado
del 6 al 10 de octubre de 2009.

Titulo de la ponencia: “Efectos Genotéxicos de los Compuestos de Cromo
(IlM'y VI) y de la accién de la Clorofilina sobre la Frecuencia de Micronucleos

en Ratones de la Cepa CD-1 tratados con CrO3”

Autores:, Garcia-Rodriguez M. C., Pereyra-Mejia P., Macedo-Evaristo C. y

Altamirano-Lozano M.

Evento: V Congreso de Investigacion, FES Zaragoza, UNAM. Iztapalapa,
México D.F., Celebrado del 3 al 6 de noviembre de 2009.

Titulo de la ponencia: “Efectos Genotoxicos de los Compuestos de Cromo
(IM'y VI) y de la accién de la Clorofilina sobre la Frecuencia de Micronucleos

en Ratones de la Cepa CD-1 tratados con CrO3”

Autores: Maria del Carmen Garcia Rodriguez, Pedro Salvador Pereyra

Mejia, Claudia Macedo Evaristo y Mario Altamirano Lozano.
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EFECTOS GENQTOXICOS DE LOS COMPUESTOS DE CROMO (Il Y VI) Y DE
LA ACCION DE LA CLOROFILINA SOBRE LA FRECUENCIA DE
MICRONUCLEOS EN RATONES DE LA CEPA CD-1 TRATADOS CON CrO3

Garcia Rodriguez Ma. del Carmen, Pereyra Mejia Pedro Salvador., Macedo
Evaristo Claudia y Altamirano Lozano Mario. Unidad de Investigacion en Genética
y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), FES-Zaragoza, UNAM, D.F.
maricar_67@yahoo.com

Aunqgue los compuestos de Cr (Ill) son capaces de dafar directamente al ADN, los
compuestos de Cr (VI) presentan mayor potencial genotoxico por ser capaces de
atravesar la membrana celular y reducirse hasta Cr (lll) generando especies
reactivas de oxigeno (ERO’s) que dafian al ADN. El estudio de sustancias con
propiedades antimutagenas y anticancerigenas ha surgido como una opcién para
contrarrestar los efectos de los agentes genotoxicos. La clorofilina (CFL), sal de
sodio y cobre de la clorofila, ha mostrado en diversos ensayos de prueba actividad
antimutagena y anticancerigena. En este trabajo se estudiaron los efectos
genotoxicos de diferentes compuestos de Cr (VI) y Cr (lll) y la accién de la CFL
sobre el dafio al ADN. Se evalué la frecuencia de micronucleos (MN) en sangre de
ratbn empleando la técnica de naranja de acridina. Ratones de la cepa CD-1,
fueron tratados por via i.p. con 25 mg/kg de peso corporal de los compuestos de
Cr (1) [CrK(SO4)2], Cr (VI) [(CrO3), (NaxCr,07) y (K2CrO4)] y 20 mg/kg de CFL. Los
resultados muestran un incremento en la frecuencia de MN estadisticamente
significativos en los grupos tratados con Cr (VI). Estos datos corroboran la
hipétesis de que los compuestos de Cr (VI) inducen mayor dafio genotéxico in vivo
qgue los compuestos de Cr (lll). Cuando se combinaron los tratamientos de la CFL
con CrOgz, la frecuencia de MN disminuye significativamente, lo cual indica
proteccion de la CFL del dafio al ADN inducido por el CrO3. Sin embargo, al
administrar una solucién de CFL+CrO3; no se redujo la frecuencia de MN, lo que
sugiere que la CFL no interactia directamente con el CrOjz; (formacion de
complejo), sino que podria estar mas relacionado con la captura de radicales libres
generados por la reduccion de Cr (VI) a Cr (Il).
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EFECTOS GENQTOXICOS DE LOS COMPUESTOS DE CROMO (Il Y VI) Y DE
LA ACCION DE LA CLOROFILINA SOBRE LA FRECUENCIA DE
MICRONUCLEOS EN RATONES DE LA CEPA CD-1 TRATADOS CON CrO3

Garcia-Rodriguez M. C., Pereyra-Mejia P., Macedo-Evaristo C. y Altamirano-
Lozano M.
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN),
FESZaragoza, UNAM, D.F. maricar_67@yahoo.com

Aunque los compuestos de Cr (Ill) son capaces de dafar directamente al ADN, los
compuestos de Cr (VI) presentan mayor potencial genotoxico ya que estos Uultimos
son capaces de atravesar la membrana celular y reducirse hasta Cr (lll)
generando especies reactivas de oxigeno (ERO’s) que a su vez inducen dafio al
ADN. El estudio de sustancias con propiedades antimutagenas y anticancerigenas
ha surgido como una opcion para contrarrestar los efectos genotéxicos de los
agentes a los cuales nos encontramos expuestas las poblaciones humanas. La
clorofilina (CFL), sal de sodio y cobre de la clorofila, ha mostrado en diversos
ensayos de prueba actividad antimutagena y anticancerigena. En este trabajo se
estudiaron los efectos genotéxicos de diferentes compuestos de Cr (VI) y Cr (Ill) y
la accion de la CFL sobre el dafio al 60 ADN. Se evalud la frecuencia de
micronucleos (MN) en sangre periférica de ratobn empleando la técnica con naranja
de acridina. Ratones de la cepa CD-1, fueron tratados por via i.p. con 25 mg/kg de
peso corporal de los compuestos de Cr (lll) [CrK(SO4)2], Cr (VI) [(CrOs3),
(Na,Cr,07) vy (KoCrO4)] vy 20 mg/kg de CFL. Los resultados muestran un
incremento en la frecuencia de MN estadisticamente significativa solo en los
grupos tratados con Cr (VI). Estos datos corroboran la hipotesis de que los
compuestos de Cr (VI) inducen mayor dafio genotdxico in vivo que los compuestos
de Cr (lll). Cuando se combinaron los tratamientos de la CFL con CrO3, la
frecuencia de MN disminuy0 significativamente, lo cual indica proteccion de la CFL
del dafio al ADN inducido por el CrO3. Sin embargo, al administrar una solucion de
CFL+CrO3 (preparados 4 horas antes de su aplicacion) no se redujo la frecuencia
de MN, lo que sugiere que el mecanismo de proteccion de la CFL no es
interactuando directamente con el CrO3 (formacién de complejo) como lo hace con
otros mutagenos, sino que podria estar mas relacionado con la captura de
radicales libres generados por la reduccion de Cr (VI) a Cr (lll). Proyecto
financiado por PAPIIT IN209309.
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EFECTOS GENOTOXICOS DE LOS COMPUESTOS DE CROMO (VI) Y (l1I)
EN EL RATON CD-1 in vivo

Pereyra Mejia Pedro Salvador, Altamirano Lozano Mario y Garcia Rodriguez Ma. del
Carmen.
Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental (UNIGEN), Facultad de
Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, D.F. maricar_67@yahoo.com

Los efectos genotoxicos y citotdxicos de los compuestos del cromo (Cr) han sido
estudiados ampliamente en ensayos in vitro empleando células de mamiferos. Se ha
observado que algunos de sus compuestos principalmente de Cr (lll) son capaces de
modificar el crecimiento celular, la sintesis de proteinas, dafar los acidos nucléicos y
alterar el ciclo mitético. Sin embargo, se ha propuesto que a pesar de que los compuestos
de Cr (Ill) inducen dafo directo al ADN, los compuestos de Cr (VI) presentan mayor
potencial genotoéxico, esto debido a que son capaces de atravesar la membrana celular
donde se reducen hasta Cr (lll) generando especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) las
cuales directa o indirectamente pueden generar dafio al ADN. En este trabajo se
estudiaron los efectos genotéxicos de diferentes compuestos de Cr (VI) y Cr (lll),
mediante la evaluacion de las frecuencias de micronacleos (MN) en sangre periférica de
raton. Se empled la técnica de naranja de acridina[l]. Ratones de la cepa CD-1, fueron
tratados por via intraperitoneal con 25 mg/kg de peso corporal de los compuestos de Cr
(1) [CrK(SOy),] y Cr (VI) [(CrO3), (Na,Cr,0-) y (K,Cr0O,)]. Muestras de sangre periférica de
la vena caudal fueron obtenidas cada 24 horas durante y después de la administracion de
los tratamientos. En los resultados obtenidos se observé que en los grupos tratados con
los compuestos de Cr (VI) se incrementa el nimero de MN en las horas 24 y 48, no asi en
el grupo tratado con Cr (lll), sin embargo, los incrementos en los MN solo resultan
estadisticamente significativos en el grupo tratado con CrOg, por lo que se incrementaron
las dosis en los demas grupos para incrementar el efecto, pero solo resultaron
estadisticamente significativos los incrementos de MN en los grupos tratados con Cr (VI).
Estos datos corroboran la hipétesis de que los compuestos de Cr (VI) inducen mayor dafio
genotoéxico in vivo que los compuestos de Cr (lll) a pesar de ser mas toxicos estos ultimos
in vitro[2,3]. El mecanismo por el cual el Cr (VI) indujo dafio puede estar relacionado con
el estrés oxidativo, sin embargo, es necesario realizar nuevos experimentos para
establecer los mecanismos por los cuales los compuestos de Cr (VI) inducen MN. Por otra
parte, el hecho de que el Cr (lll) no incrementara la frecuencia de MN, a pesar de que in
vitro ha mostrado que es capaz de interaccionar con el ADN[4] e inducir dafio, puede
estar relacionado con su incapacidad de no atravesar la membrana celular in vivo , por lo
que no interaccion6 directamente con el ADN. Financiamiento por PAPIIT IN-209309.
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