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Resumen.

La gran cantidad y la enorme variedad de sustancias de uso cotidiano dispersas en el
planeta como consecuencia de la actividad del ser humano y que se depositan en el agua,
suelo y aire afectan seriamente al ambiente, la mezcla de estos contaminantes perjudican
también el material genético de los seres humanos y en general de los organismos. La
implementacién de productos de origen vegetal que forman parte de la dieta humana
como recurso de proteccion contra la agresién que implica la exposicidon a contaminantes
ambientales ha tenido éxito recientemente, diferentes compuestos fitoquimicos se han
aislado y utilizado como agentes antitumorales. El objetivo de este trabajo fue probar el
papel de las antocianinas de maiz azul ante el dafo genético inducido por el agente
clastogénico bleomicina en linfocitos humanos aislados de sangre periférica. Se realizé
una extraccion etandlica-acido citrico 85:15 v:v a partir de una fina harina obtenida de
maiz azul adquirido en la region sur del Estado de México, el extracto fue concentrado,
liofilizado, disuelto en agua estéril y finalmente almacenado a 4 °C hasta su empleo. La
caracterizacion de antocianinas fue realizada por espectrofotometria en la banda del
ultravioleta al visible y la cuantificacién de polifenoles mediante el método de Follin-
Ciocalteu. Se efectuaron las pruebas citogenéticas en cultivos celulares de tres
donadores. Mediante el ensayo de micronucleos con bloqueo de la citocinesis, se
observo, que el pigmento del maiz azul redujo la frecuencia de micronucleos y puentes
nucleoplasmaticos presentes en los linfocitos en comparaciéon con el testigo negativo. En
el caso de los tratamientos en los cuales se aplicé solo bleomicina se registro un
incremento significativo de micronucleos y puentes nucleoplasmaticos. En los linfocitos
sensibilizados con bleomicina, pre y pos tratados con las antocianinas de maiz azul, se
encontré reduccion casi a cero en la frecuencia de micronucleos y puentes
nucleoplasmaticos; asi como, aumento significativo de muerte celular programada en su
modalidad de apoptosis. Se puede concluir que las antocianinas de maiz azul poseen un
gran potencial frente a la acumulacion del dafio genético inducido por la bleomicina y se
sugiere la incorporacién del maiz azul y en general, el consumo de polifenoles naturales

en la dieta cotidiana.



l. Introduccidn

1. El Maiz azul y las antocianinas.

El maiz (Zea mays) es una de las especies mas importantes desde el punto de vista
econdmico de la familia de las Poaceae o gramineas, ya que comprende una de las
plantas cultivadas desde la antigledad. La evidencia mas lejana de la existencia del maiz,
data de hace unos 7,000 afios y fue encontrada por arquedlogos en el valle de Tehuacan
(México). Este cereal fue esencial en las civilizaciones maya y azteca y tuvo un papel
importante en las creencias religiosas, festividades y nutricién (Organizacion para la
Alimentacion y la Agricultura, 2010). En general; el maiz fue la principal fuente de alimento
para las civilizaciones precolombinas del nuevo mundo. Hoy las tortilas de maiz vy
productos derivados son alimentos basicos de México y Centroamérica (Cortés-Gémez et
al.,, 2005). También ha sido empleado, para la elaboracién de diversos platillos

como: tamales, atole, pan y otros alimentos tradicionales de México (Alarcén et al., 2011).

En América Latina se han descrito cerca de 220 razas de maiz (Goodman y McK. Bird,
1977), de las cuales 64 (29%) se han identificado, y descrito en su mayoria, para México
(Anderson, 1946; Wellhausen et al., 1951; Hernandez y Alanis 1970; Sanchez et al.,
2000) (fragmento tomado de CONABIO, 2012).

Con distintas formas y colores, que van desde el blanco, amarillo, rojo, morado y azul,
entre los diversos maices utilizados para la elaboracion de la tortilla y otros productos
alimenticios, se encuentra el maiz azul, cuyo color se debe a la presencia de colorantes
naturales llamados antocianinas (Gross, 1987), encontradas principalmente en el

pericarpio y/o la capa de la aleurona (Cortés-Gémez et al., 2005).

El maiz azul y rojo son utilizados por pequefias comunidades donde se cultivan para
preparar alimentos tradicionales tales como tortillas, tlacoyos, gorditas, tostadas, atoles,
entre otros. Estos productos son demandados por muchos consumidores debido a sus
texturas suaves y buen sabor (Cortés-Gomez et al., 2005). En EUA y en México la
preferencia de los consumidores de tortillas de maiz azul esta aumentando, debido a su
sabor mas dulce y suavidad en comparacion con las tortillas de maiz blanco o amarillo
(Cortés et al., 2006).



Antocianinas.

Las antocianinas (del griego Anthos=flor y Kianos=azul) son pigmentos de las plantas
vasculares (Pazmino-Duran et al., 2001) y son probablemente el grupo mas importante de
pigmentos visibles ademas de la clorofila (Cortés et al., 2006). Son compuestos
flavonoides hidrosolubles, responsables de los colores rojo, purpura y azul que se
aprecian en flores, frutos y otras partes de las plantas y que no son tdxicas al consumo
humano (Alarcon et al, 2011). Poseen diferentes funciones en la planta como la atraccion
de polinizadores para la posterior dispersion de semillas y la proteccion de las plantas
contra los efectos de la radiacion ultravioleta y contra la contaminacién viral y microbiana
(Strack y Wray, 1994).

Los estudios realizados por Salinas et al. (2003) indican que las antocianinas encontradas
en el maiz azul proceden de la cianidina y la malvidina, principalmente, mientras que en el
grano rojo provienen de la pelargonidina, la cianidina, la malvidina y otras antocianinas
aun no descritas. Jackman y Smith (1996) encontraron la cianidina libre y acilada, 3-

glucésidos de pelargonidina y peonidina, en el maiz azul.

Estructura de las antocianinas.

Las antocianinas son glucésidos de antocianidinas, que pertenecen a la familia de los
flavonoides (Garzén, 2008); estan formadas por polifenoles, los compuestos fendlicos o
polifenoles constituyen un amplio grupo de sustancias, con diferentes estructuras y
propiedades quimicas y actividad biolégica, quimicamente, los compuestos fendlicos son
sustancias que poseen un anillo aromatico, con uno o mas grupos hidroxilo (Gutiérrez et
al., 2008). Existe una enorme variedad de antocianinas en la naturaleza. Las principales
diferencias entre ellas son el numero de grupos hidroxilados, la naturaleza de los
azucares unidos a su estructura, los carboxilatos alifaticos o aromaticos unidos al aztcar
en la molécula y la posicion de los enlaces (Kong et al., 2003). En su estado natural, las
antocianinas simples se esterifican a uno o varios azucares (Cortés et al., 2006), siempre
presentan sustituciones glicosidicas en las posiciones 3 y/o 5 con mono, di o trisacaridos
que incrementan su solubilidad (Garzén, 2008). Hasta ahora hay informes de mas de 500
diferentes antocianinas (Andersen y Jordheim, 2006); la mas comun es la cianidina-3-

glucésido (Kong et al.,, 2003). La gran variedad de antocianinas encontradas en la
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naturaleza las convierte en un grupo muy complejo e interesante (Castafieda-Ovando et
al., 2009).

Las antocianinas aisladas son altamente inestables y muy susceptibles a la degradacion
(Giusti y Wrolstad, 2003). Factores como su misma estructura quimica, el pH, la
concentracion, la temperatura, la presencia de oxigeno y de acido ascérbico, y la actividad
de agua de la matriz, determinan la estabilidad del pigmento (Garzon, 2008), asi también,
la luz, el disolvente, la presencia de enzimas, de flavonoides, de proteinas y de iones
metalicos (Rein, 2005). La acidez tiene un efecto protector sobre la molécula. En
soluciones acuosas a valores de pH inferiores a dos, basicamente 100% del pigmento se
encuentra en su forma mas estable o de idn oxonio o cation flavilio (AH*) de color rojo
intenso. A valores de pH mas altos ocurre una pérdida del proton y adicién de agua en la
posicion 2, dando lugar a un equilibrio entre la pseudobase carbonilo o hemicetal, y la
forma chalcona, o de cadena abierta. Tanto el hemiacetal como la chalcona, son formas
incoloras y bastante inestables (Garzon, 2008). A valores de pH superiores a siete se
presentan las formas quinoidales de color purpura que se degradan rapidamente por

oxidacion con el aire (Hutchings, 1999).

Brouillard (1982) encontré que las antocianinas son estables a un pH &cido, pero la
estabilidad disminuye a pH neutro y se destruye completamente a pH alcalino (Cortés et
al., 2006). Sin embargo, algunas antocianinas de tipo acilo (tales como pentanina) son
estables a un pH de mas de 7, la cianidina-3-glucdsido pierde estabilidad cuando el pH es

superior a 5 (Fossen et al., 1998).

Las antocianinas como colorantes naturales.

El color de las antocianinas depende del numero y orientacion de los grupos hidroxilo y
metoxilo de la molécula. Incrementos, en la hidroxilacién producen desplazamientos hacia
tonalidades azules, mientras que, en las metilaciones coloraciones rojas (Garzon, 2008).
El color que exhiben estas moléculas fue explicado por primera vez por Paulling en 1939
(Castafieda-Ovando et al., 2009).

El estudio de colorantes naturales es una extensa area de investigacion debido al

creciente interés por sustituir los colorantes sintéticos con efectos toxicos en seres

8



humanos (Chou et al., 2007), como es el caso del rojo 40, debido a su toxicidad en

alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos (Garzén, 2008).

Los carotenoides y las antocianinas estan entre los colorantes vegetales mas utilizados en
la industria alimentaria (Castafieda-Ovando et al., 2009). Las antocianinas se utilizan
como sustitutos de los pigmentos sintéticos debido a su atractivo color y funcionalidad

fisiolégica (Mazza y Miniati, 1993).

Ademas de su papel funcional como colorantes, las antocianinas son agentes potenciales
en la obtencién de productos con valor agregado para el consumo humano (Garzén,

2008) por seguros y eficaces (Strack y Wray, 1994).

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de los
colorantes artificiales, su incorporacién a matrices alimenticias, productos farmaceuticos y
cosmeticos son limitadas debido a su baja estabilidad durante el procesamiento y
almacenamiento (Wrolstad, 2000; Cevallos-Casals y Cisneros Zeballos, 2004) y esto ha

limitado su uso (Cortés et al., 2006).

Extraccion, identificacion y cuantificacion de antocianinas.

La extraccién con disolventes ha sido la mas comun para obtener diversos compuestos
presentes en frutas, incluyendo flavonoides (Castafieda-Ovando et al.,, 2009). Las
antocianinas son moléculas polares, por lo tanto, los disolventes mas usados en la
extraccion son soluciones acuosas con etanol, metanol y acetona (Kahkonen et al., 2001).
Entre los métodos mas comunes se encuentran aquellos que usan metanol acidificado o
etanol como extractantes (Amr y Al-Tamimi, 2007; Awika et al., 2005; Cacace y Mazza,
2003; Donner et al., 1997; Fossen y Andersen 2003; Phippen y Simon, 1998; Castafieda-
Ovando et al., 2009). Sin embargo, en la industria alimentaria se prefiere el etanol debido
a la toxicidad del metanol (Castafieda-Ovando et al., 2009). En la extraccion con
disolventes acidificados, se debe tener especial cuidado en evitar medios acidos fuertes
porque las antocianinas aciladas pueden degradarse (hidrdlisis) y en el caso de las
antocianinas 3-monosidicas los enlaces glucdsidos podrian ser destruidos (Kapasakali-dis
et al., 2006). Yang y Zhai (2010) para optimizar la extraccion del pigmento del maiz azul,

realizaron el procesamiento asistido por irradiacion de microondas.



Se puede obtener informacion cuantitativa y cualitativa sustancial a partir de las
caracteristicas espectrales de las antocianinas (Giusti y Wrolstad, 2001). En realidad, la
espectroscopia es la principal técnica utilizada debido a su simplicidad y bajo costo. Pero
la dificultad para obtener compuestos de referencia y las similitudes espectrales de las
antocianinas representan un inconveniente importante. Por lo tanto, la espectroscopia de
masas y la resonancia magnética nuclear de H y C se han convertido en las técnicas
preferidas para las identificaciones de antocianinas (Castafieda-Ovando et al., 2009).
Yang y Zhai (2010) realizaron la identificacion de antocianinas extraidas de maiz azul
utilizando la técnica de cromatografia liquida de alto rendimiento. Existen otros métodos
que han sido empleados para la identificacion de antocianinas como el de electroforesis
capilar que fue reportado por primera vez por Bridle y colaboradores en 1996. Cabe
destacar que también se han realizado estudios ab initio donde se desarrollan calculos
tedricos en equipos de supercémputo para conocer las caracteristicas estructurales y
electrénicas de las moléculas, el trabajo realizado por Sakata et al. (2006) reporta la

descripcion de cuatro antocianidinas.

Los métodos mas comunmente usados para determinar y cuantificar fenoles en alimentos
y vegetales son el ensayo de la vainilla y el de Folin-Ciocalteu. EI método de Folin-
Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes
(Gutiérrez et al., 2008). El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato
sédico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-
fosfotungstico (Peterson, 1979). La transferencia de electrones a pH basico reduce los
complejos fosfomolibdico-fosfotliingstico en 6xidos, cromdgenos de color azul intenso, de
tungsteno (WgO23) y molibdeno (MosO23), siendo proporcional este color al numero de

grupos hidroxilo de la molécula (Gutiérrez et al., 2008).

Propiedades bioactivas de las antocianinas.

El interés por las antocianinas se ha intensificado debido a sus efectos benéficos para la
salud humana cuando se incluyen en la dieta (Cortés et al., 2006), dentro de los cuales se
encuentran la reduccion de la enfermedad coronaria, los efectos anticancerigenos,
antitumorales, antiinflamatorios y antidiabéticos, ademas del mejoramiento de la agudeza
visual y del comportamiento cognitivo (Garzén, 2008) y, como agente protector contra la

radiacion (Akhmadieva et al., 1993). También tienen la capacidad de proteger contra una
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gran cantidad de enfermedades humanas, tales como disfuncion hepatica, hipertension,
trastornos de la vision, infecciones microbianas y diarrea (Mazza y kay, 2008; Smith et al.,
2000), en el tratamiento de las enfermedades microcirculatorias (Wang et al., 1997) e
inflamatorias cronicas (Rossi et al., 2003). Es importante sefalar que en los mamiferos;
las antocianinas permanecen intactas durante su paso del tracto digestivo al torrente

sanguineo (Miyazawa et al., 1999).

Los efectos terapéuticos de las antocianinas estan relacionados con su actividad
antioxidante (Garzon, 2008). Como antioxidantes, los polifenoles pueden proteger las
células contra el dafio oxidante y por lo tanto limitar el riesgo de varias enfermedades
degenerativas asociadas al estrés oxidante causado por los radicales libres (Rossi et al.,
2003; Scalbert et al., 2005). Wang y Jiao (2000) y Wang y Lin (2000) han demostrado que
frutos ricos en antocianinas evidencian una alta actividad antioxidante contra el perdxido
de hidrégeno (H2032) y contra radicales peréxidos (ROO), superdxido (O-), hidroxilo (OH) y
oxigeno singulete (O2). Trabajos realizados por Yang y Zhai (2010) reportaron mediante
los ensayos: 2,2-difenil-1-picrilhidracil, capacidad antioxidante equivalente al trolox y
capacidad de reduccién férrica del plasma; la actividad antioxidante de semillas y
mazorcas de maiz azul cultivadas en localidades de China; estos resultados proporcionan
informacion sobre la actividad farmacolégica asociada con los radicales libres de estos
cultivos, siendo util para su aplicacién como colorantes o antioxidantes en los alimentos
(Yang y Zhai, 2010). Estudios con fracciones de antocianinas provenientes de vino han
demostrado que éstas son efectivas en atrapar especies reactivas del oxigeno, ademas

de inhibir lipoproteinas y la agregacion de plaquetas (Ghiselli et al., 1998).

Hay varios informes centrados en los efectos de las antocianinas en los tratamientos
contra el cancer (Lule y Xia, 2005; Nichenametla et al., 2006), como agentes
antineoplasicos y quimioprotectores (Kamei et al., 1995). Tristan et al. (2005) realizaron
bioensayos que demuestran que los arandanos inhiben las etapas de iniciacion,
promocion y progresion de la carcinogénesis. Hagiwara et al. (2002) demostraron que el
suministro de papas purpura dulces y repollo morado a ratas de laboratorio, causan
supresion de tumores. Kamei et al. (1998) reportaron la supresion de células
cancerigenas HCT-15 provenientes de colon humano y de células cancerigenas gastricas

(AGS) al suministrar fracciones de antocianinas del vino tinto.
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De acuerdo con Tristian et al. (2008) las antocianinas provenientes de cuatro especies de
arandanos silvestres muestran propiedades hipoglucémicas. Otro tipo de actividad
antidiabética de las antocianinas fue reportado por Perossini et al. (1987). Vuorela et al.
(2005) encontraron un resultado supresor de prostaglandina EG2, sindbnimo de actividad

antiinflamatoria con extractos de antocianinas de frambuesa.

Las propiedades bioactivas de las antocianinas abren una perspectiva para la obtencién
de productos coloreados con valor agregado para el consumo humano (Garzon, 2008).
Considerando los efectos favorables de estas moléculas para la salud, su incorporacién
en la industria de alimentos y bebidas representara un provecho importante (Castafieda-
Ovando et al., 2009). Sin embargo, hay mucho que aprender en cuanto a su estabilidad
en matrices especificas y a la relaciéon entre su estructura, actividad biolégica de los

metabolitos bioactivos, los efectos sinérgicos y las dosis efectivas (Garzén, 2008).

2. Genotoxicidad.

Existen razones importantes para justificar la preocupacién por la exposicién del hombre a
los agentes genotdxicos. El uso del término genotoxico se refiere a aquellos agentes que
tienen afinidad para interactuar con el DNA, produciendo alteraciones estructurales o
funcionales tanto en células germinales como somaticas. El incremento de alteraciones en
el material hereditario de las células germinales (6évulos y espermatozoides) y las células
que las originan, puede provocar aumento en la ocurrencia de las enfermedades
genéticas, monogénicas, cromosdmicas y multifuncionales, en generaciones futuras.
Ademas, existe una estrecha relacion entre las alteraciones del DNA de las células
somaticas con el cancer y las enfermedades degenerativas cronicas (Stoneham et al.,
2000; Mortelmans et al., 2004; Aiassa et al., 2012).

Aunque la comprensién de la estructura cromosomica es incompleta, la evidencia sugiere
que las anomalias cromosémicas son una consecuencia directa y la manifestacion de
dafio en el nivel de DNA por ejemplo, los rompimientos cromosémicos pueden resultar de
rupturas no reparadas de doble cadena y los arreglos de los cromosomas pueden resultar

de un mal arreglo de las hebras rotas (Savage, 1993; Fenech, 2000).
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Dentro de los factores capaces de influir en la integridad del material genético se pueden
mencionar el estilo de vida, exposicion a rayos UV (debido al progresivo debilitamiento de
la capa de ozono), los tratamientos médicos, algunos polimorfismos genéticos
individuales, entre otros (Aiassa et al., 2012). La observacion de que la exposicién a
radiaciones ionizantes o sustancias quimicas carcinégenas causan dafio cromosomico,
fue una de las primeras pruebas confiables de que los agentes fisicos y quimicos pueden
causar alteraciones importantes en el material genético de las células eucariotas (Evans,
1977; Fenech, 2000).

Existen suficientes evidencias experimentales y epidemiolégicas que demuestran que el
dafio genético produce mutaciones y que el proceso cancerigeno se inicia y se favorece
por la presencia de mutaciones en los oncogenes, en genes supresores de tumores y en
los que codifican para los sistemas de reparacion del DNA (Au et al., 2001; Bonassi y Au,
2002, Aiassa et al., 2012).

Evaluacién de dafio genotéxico.

En el monitoreo biolégico de individuos expuestos a factores toxicos se ha propuesto el
uso de biomarcadores que son indicadores de eventos ocurridos en el organismo o en las
células y pueden ser de exposicién, de efecto o de susceptibilidad. (Ostrosky y Gonsebatt,
2006). Los marcadores biolégicos o biomarcadores son los cambios bioquimicos,
fisiolégicos o morfoldégicos medibles que se producen en un sistema biolégico y se
interpretan como reflejo 0 marcador de la exposicidon a un agente toxico (Garte y Bonassi

2005; Martinez-Valenzuela y Gomez-Arroyo, 2007).

Los estudios que pueden realizarse a partir de sangre de personas expuestas a agentes
genotoxicos y que permiten detectar efectos tempranos pueden agruparse en estudios
citogenéticos, moleculares y bioquimicos (Aiassa et al., 2012). Los biomarcadores a nivel
citogenético, son aberraciones cromosémicas (AC), micronucleos (MN), intercambios de
cromatidas hermanas (ICH) y recientemente el ensayo cometa (CO); considerados como
una medida util de apreciacién de dafio. Tanto las AC como los MN se han reconocido
como marcadores de estados-tempranos de enfermedades créonicas como cancer, su

presencia también indica que una frecuencia elevada de ellos permite predecir el riesgo
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de cancer en seres humanos (Martinez-Valenzuela y Gémez-Arroyo, 2007; Gomez-Arroyo
et al., 2013).

Las AC detectan cambios citologicamente identificables que afectan al numero o a la
estructura de los cromosomas que constituyen el cariotipo de la especie y pueden ser
observados al microscopio 6ptico. Estas modificaciones corresponden a rompimientos y
rearreglos en el mismo o entre diferentes cromosomas. Las aberraciones estructurales
han sido consideradas como marcadores de riesgo (Martinez-Valenzuela y Goémez-
Arroyo, 2007).

Los ICH son eventos que se producen durante la fase de sintesis. Representan el
intercambio simétrico, entre loci homoélogos, de productos de replicacion (Norppa, 2004;
Martinez-Valenzuela y Gémez-Arroyo, 2007). Ocurren sin pérdida de DNA ni cambios en
la morfologia cromosémica y es posible detectarlos en metafases obtenidas de cultivos
adicionados con bromodesoxiuridina que es un analogo de la base nitrogenada timina del
DNA (Latt, 1979; Latt et al., 1981; Martinez-Valenzuela y Gémez-Arroyo, 2007).

El ensayo cometa es una herramienta rapida y sensible para la deteccion de dafio a nivel
del DNA en células individuales. Se basa en la migracién del DNA en un campo eléctrico,
el DNA que ha sido roto migra al anodo (dando la apariencia de un cometa) y dicho
desplazamiento puede ser usado como un indicador de dafio (Ostling y Johanson 1984;

Gomez-Arroyo et al. 2013).

Los MN son uno de los biomarcadores de genotoxicidad mas frecuentemente empleados
en mamiferos y en la actualidad se utiliza para la evaluaciébn de exposiciones
ocupacionales a mutagenos (Vaglenov et al., 2001, Norppa y Falck 2003; Martinez-

Valenzuela y Gémez-Arroyo, 2007).

Ensayo de MN con bloqueo de la citocinesis (MNBC).

Los MN son la expresion en interfase de los fragmentos acéntricos de cromosomas, que
al no tener centrémero no se incluiran en los nucleos principales durante la divisién
celular, ya que no interactuan con las fibras del huso mitético en anafase; estos

fragmentos se rodean de membrana nuclear y aparecen como pequefos nucleos (de ahi
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el término micronucleo) en interfase. Por otro lado, cuando el dano se da en el
centromero, alterando el cinetocoro o bien las fibras del huso acromatico, se produce un
desequilibrio en la distribucién de los cromosomas, provocando que queden fuera de la
cinética normal de la anafase y se rodeen de envoltura nuclear, como ocurre con los
fragmentos acéntricos, originando también micronucleos aunque de mayor tamaro

(Fenech, 2000; Martinez-Valenzuela y Gémez-Arroyo, 2007).

Ocasionalmente, se observan puentes nucleoplasmaticos (PN) entre nucleos en una
célula binucleada. Estos son probablemente cromosomas dicéntricos en los que los dos
centrémeros migraron a polos opuestos de la célula y el DNA en el puente resultante
cubierto por la membrana nuclear. Por lo tanto, los PN en las células binucleadas
proporcionan una medida complementaria del reordenamiento cromosémico, que se

puede registrar con los MN (Fenech, 2000).

Los ensayos de MN han surgido como uno de los métodos preferidos para evaluar el
dafo cromosdmico porque permiten que tanto la pérdida como la ruptura de cromosomas
se evaluan confiablemente. Debido a que los MN sélo pueden expresarse en células que
completen la division nuclear, se desarrolld6 un método especial que identifica dichas
células por su apariencia binucleada cuando se bloquea la realizacion de citocinesis por la

citocalasina-B, un inhibidor del ensamblaje de microfilamentos (Fenech, 2000).

La citocalasina-B es un inhibidor de la polimerizacién de la actina requerida para la
formacion de los microfilamentos que constituyen el anillo constrictor del citoplasma entre
las células hijas. Al evitar que se lleve a cabo la citocinesis se producen células
binucleadas en las cuales se realiza el analisis de MN. Mediante esta técnica es posible
considerar los PN, yemas nucleares, muerte celular (necrosis y apoptosis) y determinar el
indice de division nuclear (Fenech, 2000, 2006; Gémez-Arroyo et al., 2013).

El ensayo de MN con bloqueo de citocinesis (MNBC) permite una mejor precisién porque
los datos obtenidos no se confunden por la cinética de division celular alterada causada
por la citotoxicidad de los agentes sometidos a ensayo o condiciones de cultivo celular
subdptimas (Fenech, 2000).
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En su forma basica actual, el ensayo MNBC puede proporcionar, utilizando criterios
morfoldgicos simples, las siguientes medidas de genotoxicidad y citotoxicidad: ruptura,
pérdida y reordenamiento cromosomico, inhibicién de la division celular, necrosis y
apoptosis (Fenech, 2000). Los MN se registran soélo en las células binucleadas, lo que
permite comparaciones fiables de dafio cromosémico entre las poblaciones de células que
pueden diferir en su cinética de division celular. EI método se desarroll6 inicialmente para

su uso con linfocitos humanos cultivados (Fenech y Morley, 1985; Fenech, 2000).

Criterios a considerar en el ensayo de MNBC.

De acuerdo con lo propuesto por Fenech y colaboradores (2003) en “HUMN project”, los

criterios a considerar en el ensayo de MNBC se enuncian en detalle a continuacion.

Seleccién de células binucleadas en el ensayo de MNBC.

Las células deben ser binucleadas (Bl), los dos nucleos en éstas, deben tener
membranas nucleares intactas, y, estar situados dentro del mismo limite citoplasmatico;
los dos nucleos deben ser aproximadamente iguales en tamafio, patron e intensidad de
tincion, pueden estar unidos por un puente fino nucleoplasmatico que no sea mas ancho
que la cuarta parte del diametro nuclear mas grande. Los dos nucleos principales de una
célula Bl pueden tocarse, pero no superponerse entre si. Una célula con dos nucleos
solapados se puede contar sélo si los limites nucleares de cada nucleo son distinguibles.
El limite citoplasmatico de una célula Bl debe estar intacto y claramente distinguible de las

células adyacentes.

Registro de MN.

Los MN son morfolégicamente idénticos, pero mas pequefios que los nucleos principales.
También tienen las siguientes caracteristicas en linfocitos humanos: el diametro de los
MN varia generalmente entre 1/16 y 1/3 del diametro promedio del nucleo principal que
corresponde a 1/256 y 1/9 del area de uno de los nucleos principales en una célula BN,

respectivamente. Los MN son redondos o de forma oval, no son refractivos y por lo tanto
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pueden distinguirse facilmente de artefactos, tales como, particulas de tincion. Los MN no
estan vinculados o conectados a los nucleos principales, puede tocar, pero no
superponerse en los nucleos principales y el limite micronuclear debe ser distinguible del
limite nuclear; los MN normalmente tienen la misma intensidad de tincion que los nucleos

principales, pero ocasionalmente la tincion puede ser mas intensa.

Registro de PN.

Los PN se observan a veces en células Bl después de la exposicion a clastégenos, y se
piensa que se originan a partir de cromosomas reordenados con mas de un centrémero,

por ejemplo, cromosomas dicéntricos.

Tienen las siguientes caracteristicas: son un enlace nucleoplasmatico continuo entre los
nucleos en una célula Bl. La anchura de un puente PN puede variar considerablemente,
pero usualmente no excede de un cuarto del diametro de los nucleos dentro de la célula.
Los PN deben tener las mismas caracteristicas de tincién de los nucleos principales. En
raras ocasiones se puede observar mas de un PN dentro de una célula Bl. Una célula Bl

con un PN puede o no contener uno o mas MN.

Conteo de células apoptéticas.

Las células apoptéticas tempranas pueden ser identificadas por la condensacion de la
cromatina dentro del nucleo y limites citoplasmicos y nucleares intactos. Las células
apoptoticas tardias exhiben fragmentacion nuclear en cuerpos nucleares mas pequefos
(cuerpos apoptoticos) dentro de una membrana citoplasmatica intacta. La intensidad de
tincion en el nucleo, los fragmentos nucleares y el citoplasma suelen ser mayores que en

las células viables.

Conteo de células necraéticas.

Las células necroéticas tempranas pueden ser identificadas por la presencia de un
citoplasma palido con numerosas vacuolas (principalmente en el citoplasma y algunas en

el nucleo) y la membrana citoplasméatica dafiada, con un nucleo intacto. Las células
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necroticas tardias muestran pérdida de citoplasma y membrana nuclear dafiada con sélo
una estructura nuclear parcialmente intacta y a menudo con material nuclear que se
escapa del limite nuclear. La intensidad de tincién del ndcleo y citoplasma suele ser

menor que la observada en las células viables.

Finalmente, para comparar la respuesta mitogénica de los linfocitos y los efectos
citostaticos de los agentes examinados en el ensayo de MNBC, se puede calcular el
indice de division nuclear (IDN) y la proporcién de células Bl. De acuerdo con el método
descrito por Eastmond y Tucker en 1989; se realiza de la siguiente manera, se cuentan
quinientas células viables para determinar la frecuencia de las células con 1, 2, 3 60 4

nucleos y calcular el IDN usando la férmula:

1y +2n, + Ing +4n,
N

IDN =

Donde ni-n4 representan el niumero de células con uno a cuatro nucleos y N es el numero

total de células viables contadas (Fenech, 2000).

3. Muerte celular.

El crecimiento, desarrollo y mantenimiento de los organismos no solo dependen de la
produccién de células sino también de los mecanismos para destruirlas. El mantenimiento
del tamario de los tejidos, por ejemplo, requiere que las células se mueran al mismo ritmo
que se producen. Durante el desarrollo, patrones cuidadosamente orquestados de muerte
celular contribuyen a determinar el tamafno y la forma de las extremidades y de otros
tejidos. Las células también mueren cuando se dafan o se infectan asegurando que se
eliminen antes de que supongan una amenaza para la salud del organismo (Alberts et al.,
2016).

La reproducibilidad en tiempo y en espacio con la que se lleva a cabo el proceso de
muerte celular durante el desarrollo, ha dado lugar a la denominacién de “muerte celular
programada” (Castro y Covarrubias, 2003). La muerte celular programada puede definirse
mas exactamente como muerte celular que depende de sefiales o actividades

genéticamente codificadas dentro de la célula senescente (Jaattela, 2002; Lockshin y

18



Zakeri, 2001; Fink y Cookson, 2005). La designacion "programada" se refiere a la via fija
seguida de células senescentes, independientemente del mecanismo (Fink y Cookson,
2005). En la mayoria de los casos la muerte celular programada se produce mediante un
proceso denominado apoptosis (Alberts et al., 2016). No obstante; la apoptosis y la
muerte celular programada se usan a menudo como sinénimos. Sin embargo, una
variedad de otras vias moleculares de muerte celular se han caracterizado (Fink vy
Cookson, 2005). La apoptosis y los otros casos, no es un proceso aleatorio, sino que se
produce mediante una secuencia ordenada de procesos moleculares, en los que la célula
se destruye asi misma desde dentro de forma sistematica siendo ingerida luego por otras
células, sin dejar rastro (Alberts et al., 2016), la eliminacién de los restos celulares se

realiza por fagocitosis (Castro y Covarrubias, 2003).

Apoptosis.

La palabra apoptosis se utilizé en griego para denotar una "caida" como hojas de un arbol
(Kerr et al., 1972; Fink y Cookson, 2005). El término fue utilizado por primera vez en un
articulo ahora clasico por Kerr, Wyllie, y Currie en 1972 (Elmore, 2007). Connota un
proceso fisiolégico controlado de la eliminacion de componentes individuales de un
organismo sin su destruccion (Fink y Cookson, 2005). En muchos sistemas vivos se
produce alguna forma de muerte celular, pero ésta se encuentra principalmente en los
animales (Alberts et al., 2016). Ocurre normalmente durante el desarrollo, y, de nuevo,
como un mecanismo homeostatico para mantener las poblaciones celulares en los tejidos
(Elmore, 2007); actia como un sistema de control de calidad, eliminando las células que
son anormales, inapropiadas, no funcionales o potencialmente peligrosas para el
organismo. Las células disponen de diversos mecanismos para detectar el dafio en el

DNA y si no lo pueden reparar mueren por apoptosis (Alberts et al., 2016).

La apoptosis también ocurre como un mecanismo de defensa tal como en las reacciones
inmunes o cuando las células son dafadas por enfermedades o agentes nocivos (Norbury
y Hickson, 2001; Elmore, 2007) como productos quimicos (Elmore, 2007). Se describe
como un proceso activo, programado, de desmantelamiento celular autbnomo que evita

los procesos de inflamacion (Fink y Cookson, 2005).
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Las células que mueren por apoptosis experimentan cambios morfologicos
caracteristicos. Se encogen y se condensan, el citoesqueleto se colapsa, la envoltura
nuclear se desensambla y la cromatina nuclear se condensa y se fragmenta (Alberts et
al., 2016). Como consecuencia, las células son mas pequefias en tamaro, el citoplasma
es denso y los organelos estan mas apretados. La picnosis es el resultado de la
condensacion de la cromatina y este es el rasgo mas caracteristico de la apoptosis
(Elmore, 2007). Durante el proceso temprano, la contraccion de las células y la picnosis
son visibles por microscopia 6ptica (Kerr et al.,, 1972). La superficie celular a menudo
emite protrusiones vy, si la célula es grande, con frecuencia se rompe en fragmentos
rodeados de membrana denominados cuerpos apoptoticos. La superficie de la célula o de
los “cuerpos apoptoticos” se altera quimicamente de modo que una célula adyacente o un
macrofago los fagocita con rapidez, antes de que puedan liberar su contenido. De esta
manera, la célula muere limpiamente y es eliminada sin provocar una respuesta
inflamatoria perjudicial. Como las células son fagocitadas y digeridas tan brevemente que
es habitual que se observan pocas células muertas, incluso aunque un gran numero de

células haya muerto por esta via (Alberts et al., 2016).

La apoptosis es activada por miembros de una familia de proteasas especializadas. Estas
reciben el nombre de caspasas, contienen una cisteina en su sitio activo y escinden sus
proteinas diana sobre residuos especificos de acido aspartico. Diversas aproximaciones
experimentales han permitido identificar a mas de un millar de proteinas que son
escindidas por las caspasas. Entre las cuales se encuentran las laminas nucleares, cuya
escision provoca la ruptura irreversible de la lamina nuclear. Otra diana es una proteina
que habitualmente mantiene inhibida a una endonucleasa que degrada el DNA del nucleo
de la célula; por su protedlisis libera la endonucleasa que lo fragmenta. Otras proteinas
diana incluyen componentes del citoesqueleto y proteinas de adhesién celular que unen a

la célula a sus vecinas (Alberts et al., 2016).

Las caspasas se sintetizan en la célula como precursores y solo se activan durante la
apoptosis. Existen dos tipos de caspasas: las iniciadoras y las ejecutoras. La cascada de
caspasas no solo es destructiva y autoamplificante sino que también es irreversible, de
modo que una vez que una célula ha alcanzado un punto critico de la via de destruccion

ya no puede volver atras. En la apoptosis; los dos mecanismos de activacion mejor
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comprendidos en células de mamifero se denominan: la via extrinseca y la via intrinseca
o mitocondrial (Alberts et al., 2016).

Una alternativa a la muerte celular apoptética es la necrosis, que se considera un proceso
téxico donde la célula es una victima pasiva y sigue un modo de muerte independiente de
energia. Pero como la necrosis se refiere a los procesos de degradacién que ocurren
después de la muerte de la célula, algunos consideran que es un término inapropiado

para describir un mecanismo de muerte celular (Elmore, 2007).

Aunque hay una amplia variedad de estimulos y condiciones, tanto fisiolégicas como
patoldgicas, que pueden desencadenar la apoptosis, no todas las células necesariamente

moriran en respuesta a los mismos estimulos (Elmore, 2007).

Necrosis.

A diferencia de la apoptosis, las células animales que mueren en respuesta a una lesiéon
aguda, como el trauma, la falta de riego sanguineo o hipoxia, normalmente lo hacen por
un proceso denominado necrosis. Las células necrdticas se hinchan y se lisan, liberando
todo su contenido sobre las células adyacentes y provocando una respuesta inflamatoria.
En la mayoria de las ocasiones, la necrosis es probable que sea consecuencia del
agotamiento de las reservas energéticas, lo que provoca alteraciones metabdlicas y la
pérdida de los gradientes i6nicos que por lo general suceden a través de la membrana
plasmatica (Alberts et al., 2016).

Algunos de los principales cambios morfoldgicos que ocurren en la necrosis incluyen el
hinchamiento celular; formacion de vacuolas citoplasmaticas; reticulo endoplasmico
distendido; formacién de ampollas citoplasmaticas; condensacién, hinchamiento o ruptura
mitocondrial; desprendimiento de ribosomas; membranas de organelos alteradas;
lisosomas hinchados y rotos; eventualmente la destruccion de la membrana celular. (Kerr
et al., 1972; Manjo y Joris, 1995; Trump et al., 1997; Elmore, 2007).

La necrosis se ha caracterizado como muerte celular pasiva y accidental resultante de la

perturbacion ambiental, con la liberacion de los contenidos celulares inflamatorios (Fink y
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Cookson, 2005). Es un proceso incontrolado y pasivo que normalmente afecta a grandes
campos de células, mientras que la apoptosis es controlada y depende de la energia
(Elmore, 2007).

Existe la cuestion de distinguir la apoptosis de la necrosis, dos procesos que pueden
ocurrir de forma independiente, secuencial y simultanea (Hirsh, 1997; Zeiss, 2003;
Elmore, 2007). A dosis bajas, una variedad de estimulos perjudiciales tales como:
radiaciones, hipoxia y farmacos anticancerosos citotoxicos pueden inducir apoptosis, pero
estos mismos estimulos pueden dar como resultado necrosis a dosis mas altas (Elmore,
2007).

Aunque los mecanismos y morfologias de la apoptosis y necrosis difieren, hay
superposicion entre estos dos procesos (Elmore, 2007). Las pruebas indican que la
necrosis y la apoptosis representan expresiones morfolégicas de una red bioquimica

compartida descrita como el continuo "apoptosis-necrosis" (Zeiss, 2003).

La apoptosis inapropiada es un factor en muchas condiciones humanas, incluyendo
enfermedades neurodegenerativas, dano isquémico, trastornos autoinmunitarios vy
muchos tipos de cancer. La capacidad de modular la vida o la muerte de una célula se

reconoce por su inmenso potencial terapéutico (Elmore, 2007).

22



Il. Justificacion

Anualmente son liberados al aire millones de toneladas de productos derivados de la
actividad humana que comprende tanto fuentes méviles como fijas, a esto se le suman las
naturales. Se ha considerado a la mezcla de contaminantes ambientales como una de las
principales causantes de dano al material genético de las especies vivas (Ceratti et al.,
2015).

El uso de productos de origen vegetal incluidos en la dieta humana para proteger frente a
la agresion de diversos contaminantes ambientales ha incrementado en tiempos
recientes. El aislamiento y empleo de fitoquimicos como agentes antitumorales ha ganado
una creciente popularidad en los ultimos afios debido a que algunas de las primeras
quimioterapias utilizaron farmacos aislados de plantas por ejemplo la vincristina y la
vinblastina extraidos de Vinca rosea; en 2012 Alonso-Castro demostré que el extracto
etandlico del muicle (Justicia spicigera) presenta actividad antitumoral e

inmunomoduladora en ratones.

El interés por el estudio de las antocianinas se ha intensificado gracias a sus posibles
efectos terapéuticos y benéficos (Garzon, 2008). En 2011 Alarcon y colaboradores
registraron la actividad anticancerigena in vitro de extractos de maiz azul en lineas
cancerosas de seres humanos: colon (HCT-15), mama (MCF-7), pulmén (SKUL-1) y
leucemia (K562).

Diversos sistemas biolégicos de prueba permiten evaluar el efecto genético de numerosos
contaminantes ambientales. El cultivo de linfocitos humanos es un sistema que ofrece
numerosas ventajas. Desde tiempo atrds se ha buscado mejores condiciones en las
técnicas de cultivo celular con varios propdsitos: obtener una alta frecuencia de divisiones
celulares, lograr una mejor morfologia de los cromosomas, estimular las células a dividirse
o incrementar la velocidad de proliferacion en células que in vivo no lo harian. los tejidos
mas utilizados para el cultivo son los linfocitos de sangre periférica, fibroblastos por
biopsia de piel, células de médula 6sea y células de tumores malignos; el mas facil de
realizar y el mas ampliamente usado es el cultivo de linfocitos de sangre periférica el cual
tiene varias ventajas, las células se encuentran en suspension, solo debe usarse un

mitdgeno para inducir su division, la obtencion de la muestra es sencilla y de facil acceso.
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Puesto que los linfocitos de sangre periférica normalmente no se dividen, es necesario
agregar al medio de cultivo una sustancia que los estimule a proliferar. Las mas utilizadas

son las lectinas tales como la fitohemaglutinina y la concavalina A.

La bleomicina es un medicamento empleado para el tratamiento de diferentes tipos de
cancer. En 1991 K. Miller la describe como inductora de aberraciones cromosémicas en
linfocitos humanos B y T. No obstante, esta sustancia se encuentra registrada en la lista
modelo de medicamentos esenciales publicada en 2017 por la Organizacion Mundial para
la Salud en la versién 20, para el tratamiento del linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi,
tumor de células germinales de ovario y testiculo. Molinari en 2010 la utiliza como testigo

positivo para bioensayos de genotoxicidad.

En el Centro de Ciencias de la Atmdsfera se estudian no solo la composicion y dispersion
de diversos componentes de la atmdsfera y su caracterizacion, sino también sus posibles
efectos a la salud humana. Se han realizado diversos trabajos sobre el efecto genético en
linfocitos in vitro sometidos a diferentes agentes genotdxicos, como plaguicidas, material
organico extraido de aeroparticulas, metales pesados, disolventes, hidrocarburos
aromaticos policiclicos, gases, entre otros contaminantes ambientales; asi como agentes
clastogénicos como la bleomicina. Por otro lado, se ha demostrado que las antocianinas
extraidas de maiz azul disminuyen la proliferacion celular induciendo a células cancerosas
a muerte celular programada. Por lo tanto, este estudio pretende evaluar si las
antocianinas del maiz azul tienen un efecto significativo en la respuesta de los linfocitos
sensibilizados con bleomicina, con lo cual se contribuira a la obtencion de evidencias que
apoyen el uso de este extracto de origen vegetal que puede formar parte de la dieta
humana, como un elemento protector frente a la agresion de los productos de la

contaminacion ambiental que afectan la salud.
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lll. Hipotesis.

Dado que se ha demostrado que las antocianinas extraidas de maiz azul disminuyen la
proliferacion celular e inducen muerte en células cancerosas, entonces se espera que los
extractos conteniéndolas seran capaces de ejercer el mismo efecto en linfocitos

sensibilizados con el agente clastogénico bleomicina.

I\VV. Objetivos.

General.

Evaluar el papel de las antocianinas extraidas de maiz azul sobre linfocitos humanos in

vitro sensibilizados con el agente genotdxico bleomicina.

Particulares.

Obtener el extracto del pigmento de maiz azul, identificar la presencia de las antocianinas

y cuantificar los polifenoles totales.

Evaluar el potencial antigenotoxico del pigmento de maiz azul mediante la prueba de
micronucleos en linfocitos aislados de sangre periférica; asi como también, su efecto

citotoxico en linfocitos sensibilizados con bleomicina.
Determinar la viabilidad celular de los linfocitos tratados con el pigmento de maiz azul, con

la bleomicina y en los linfocitos sensibilizados con la bleomicina y pre y postratados con el

pigmento.
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V. Material y métodos.

1. Extraccion del pigmento de maiz azul.

Se adquirié maiz azul en el tianguis dominical del municipio de Ixtapan de la Sal, Estado
de México. Se dej6é secar y se desgrand, posteriormente se seleccionaron los mejores
granos a los cuales se les retiré cuidadosamente el pedunculo y el embrion o germen,
estos fueron congelados con nitrégeno liquido y procesados en un molino de mano para
obtener una harina, la cual se molié en un mortero para alcanzar mayor fineza, de ésta, se
pesaron 20 g los cuales se disolvieron en 80 mL de una solucion de etanol-acido citrico
1N en una relacion de volumen 85:15. La suspension fue sometida a bano ultrasénico con
frecuencia de 60 Hz durante 30 min, al finalizar este periodo se dejo reposar por 24 h a 4
°C en oscuridad; posteriormente se centrifugd a 4000 rpm por 20 min a 5 °C; se tomo el
sobrenadante y se llevd a un volumen final de 80 mL, la solucidon del extracto fue
concentrada en un rotavapor a 28 °C y finalmente liofilizada. El polvo obtenido se diluyé

en 6 mL de agua estéril.

Cuantificacion e identificacion de antocianinas.

La identificacion de las antocianinas en el extracto, fue realizada mediante
espectrofotometria en la banda del ultravioleta al visible. La cuantificacion de polifenoles

totales fue evaluada utilizando la técnica de Folin-Ciocalteau (1927).

2. Aislamiento de linfocitos.

Debido al hecho de que existe la variabilidad biologica, lo que implica diferente
sensibilidad entre individuos, es necesario utilizar la sangre de mas de un individuo.
Diversos autores utilizan entre 3 a 5 donadores para darle confiabilidad a los resultados
(Bayarm, et al. 2016; Sekeroglu, 2017). En este trabajo, se utilizé la sangre de tres
donadores, dos de ellos, A y B, fueron del sexo masculino y el donador C femenino. Se
tomo6 una muestra de 10 mL de sangre periférica de donadores voluntarios sanos, en un
rango de 20 a 25 afios, a quienes se les aplicd un cuestionario previo para conocer su

historial clinico y firmaron voluntariamente una carta de consentimiento informado.
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Se realiz6 el aislamiento de linfocitos con base en el método empleado por Boyum (1958)
para obtener un gradiente de densidad. Las muestras de sangre fueron diluidas 1:1 en
solucion Hank’s Gibco™; de ésta mezcla se depositaron cuidadosamente 6 mL en tubos
Falcon que contenian 3 mL de “Lymphoprep™”, éstos fueron centrifugados a 2500 rpm
por 35 min. Se tomé la fase blanca (linfocitos), la cual fue lavada en solucion Hank’s dos
veces, finalmente los linfocitos fueron resuspendidos en medio de cultivo Advanced RPMI

1640 Gibco™ (Adv), la suspensioén de linfocitos fue incubada hasta su uso a 37 °C.

Viabilidad y conteo celular.

Se tomo una alicuota de 80 uL de la suspension de linfocitos para evaluar la viabilidad y
realizar el conteo celular, la viabilidad fue evaluada con la técnica de tincion dual (bromuro
de etidio-5, BrEt y 6 carboxiacetato de fluoresceina, CFDA) descrita por Strauss (1991), el
colorante tifie de color verde las células vivas y de rojo las muertas. El conteo celular se

efectud utilizando un hemocitémetro o camara de Neubauer.

Cultivo y tratamiento.

Partiendo de una suspension de linfocitos se sembraron en promedio 1.5 millones de
células con una viabilidad superior a 95% en tubos Falcon con 4.8 mL de medio Adv
enriquecido al 15% vol de suero bovino fetal (FBS) GIBCO™ y 200 uL de
fitohemaglutinina Microlabs, se incubd a 37 °C en atmodsfera de 5% de bidxido de

carbono.

Los tratamientos con antocianinas y bleomicina fueron realizados de acuerdo a

los siguientes protocolos.

A) Bleomicina o antocianinas de manera independiente: transcurridas 24 h a partir del
inicio del cultivo, se aplicd: 10 yL/mL del extracto de antocianinas (Anto) o 10 pg/mL de
bleomicina (Bleo), respectivamente; a las siguientes 24 h fueron lavados con medio Adv
dos veces, e incubados nuevamente con medio enriquecido al 15% vol de FBS hasta

completar el periodo de cultivo.
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B) Pre-incubacion de Anto con respecto a la Bleo (Anto + Bleo). A las 24 h a partir del
inicio del cultivo, se aplicé: 10 uL/mL de Anto y a las siguientes 24 h, los linfocitos fueron
lavados con medio Adv dos veces y se agregaron 10 ug/mL de Bleo; se incubaron
nuevamente con medio enriquecido al 15% vol de FBS hasta completar el periodo de

cultivo.

C) Post-incubacion de Anto con respecto a la Bleo (Bleo + Anto). A las 24 h a partir del
inicio, se aplicé 10 yg/mL de Bleo y a las siguientes 24 h, los linfocitos fueron lavados con
medio Adv dos veces y se agregaron 10 uL/mL de Anto; se incubaron nuevamente con

medio enriquecido al 15% vol de FBS hasta completar el periodo de cultivo.

3. Bloqueo de la citocinesis y cosecha de linfocitos.

A las 48 h de iniciados los cultivos, se agregaron a cada tratamiento 6 ug/mL de
citocalasina B para inhibir la polimerizacion de los filamentos de actina y evitar la
citocinesis. A las 72 h de cultivo se procedi6 a la cosecha de linfocitos, para ello se realizé
una prefijacién agregando a los tubos de cultivo 1 mL de fijador frio metanol-acido acético
3:1 % vol respectivamente, se resuspendioé y se centrifugd a 1500 rpm por 10 min, se
desecho el sobrenadante y la pastilla de linfocitos fue resuspendida en 8 mL de fijador, las

muestras fueron almacenadas a 4 °C.

4. Tincién de preparaciones y observacién al microscopio.

El material de la cosecha de linfocitos fue resuspendido y centrifugado a 1500 rpm por 10
min. Se retird el sobrenadante y a la pastilla se le afiadi6 1 mL de fijador, de esta
suspension se prepararon laminillas las cuales fueron tefiidas con colorante Giemsa al 3%
en solucion de fosfatos Sorensen. Las preparaciones fueron observadas bajo un
microscopio de campo claro a 500X. Se contaron 500 células viables entre las cuales se
contaron: mononucleadas (MONO), binucleadas (Bl), trinucleadas (TRI) y tetranucleadas
(TETRA), para calcular el indice de division nuclear (IDN) de cada unos de los
tratamientos, asi como, de sus respectivos duplicados. Por otra parte, se contaron 1000
células Bl para calcular la frecuencia de micronucleos (MN) y puentes nucleoplasmaticos

(PN) de cada tratamiento; asimismo, se contaron 1000 células entre MONO, BI,
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multinucleadas (MULTI) que incluye a las TRl y TETRA, apoptoticas y necréticas para
calcular el porcentaje de apoptosis. Las preparaciones fueron recodificadas para su

lectura.

5. Analisis estadistico.

Para el analizar la viabilidad de los tratamientos de cada donador se realizé un analisis de
varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion multiple de Dunnet a fin de conocer si los
resultados eran significativamente diferentes; asi mismo, para la frecuencia de células
apoptéticas y el IDN. En el caso de la frecuencia de MN y PN, de los tratamientos de cada
donador, se realiz6 un ANOVA de dos vias y una prueba de comparacién multiple de
Holm-Sidak.
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VI. Resultados.

Por 20 gramos de harina de maiz azul, se obtuvieron 0.459 g de material liofilizado del
extracto, este fue disuelto en 6 mL de agua estéril. La cuantificacién de polifenoles totales
por el método de Folin-Ciocalteu mostrd, que el extracto contenia 13.24 + 0.05 mg
equivalentes de acido tanico por gramo del extracto seco. Con el analisis de
espectrofotometria en la regiéon UV-Vis para el extracto del maiz azul se realizd la

siguiente curva (Fig. 1.)

Figura 1. Espectro de absorcion en la banda UV-Vis del pigmento extraido de maiz azul con un
factor de dilucion 1:6. Los picos de la curva corresponden a 283 + 5 nm en la banda del ultravioleta
y 513 £ 5 nm en la banda del visible.
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La viabilidad inicial de todos los cultivos celulares fue mayor al 95%; en las Figuras 2, 3y
4 se muestran los valores finales, para cada donador, respectivamente. En el cultivo de
linfocitos de los tres donadores en todos los tratamientos la viabilidad celular disminuy6 al
final de las horas de incubacion, incluyendo los testigos negativos. En el donador A (Fig.
2) se registrd, en comparacion con el testigo negativo, una viabilidad superior en el
tratamiento con Anto, pero valores mas bajos en los tratamientos Bleo, Bleo + Anto y Anto

+ Bleo, en este ultimo la diferencia fue significativa.
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Figura 2. Viabilidad celular del donador “A” con los diferentes tratamientos transcurridas 72 h
(prueba Dunnet de comparacion multiple, *p<0.05, significativo).
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Para el donador B (Fig. 3), la viabilidad, en el caso de todos los tratamientos, en

comparacion con el testigo negativo, fue baja, pero solo significativamente en los
tratamientos Bleo, Anto + Bleo y Bleo + Anto.
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Figura 3. Viabilidad celular del donador “B” con los diferentes tratamientos transcurridas 72 h
(prueba Dunnet de comparacion multiple, *p<0.05, significativo).
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En los cultivos del donador C, en comparacion con el testigo negativo, los valores de la

viabilidad (Fig. 4), en los diferentes tratamientos, también fueron bajos, pero solo
significativamente en Anto + Bleo y Bleo + Anto.
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Figura 4. Viabilidad celular del donador “C” con los diferentes tratamientos transcurridas 72 h
(prueba Dunnet de comparacién multiple, *p<0.05, significativo).
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A)

D) E)

Figura 5. Fotomicrografias de células analizadas en los diferentes tratamientos, A) célula MONO,
B) célula BI, C) célula apoptotica y D) células necréticas, E) célula TRI y célula MONO, (500X).

i) i ii)

iv) vi)

Figura 6. Fotomicrografias de células binucleadas de los cultivos expuestos a bleomicina, las
flechas negras () indican la presencia de MN, i), ii) y iii) y los asteriscos (x) PN iv) y v), (500X).
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Los IDN para cada tratamiento de los tres donadores se muestran en la Tabla 1. En los
tres donadores, el valor del IDN de los tratamientos: Bleo, Bleo + Anto y Anto + Bleo, fue
bajo significativamente con respecto al testigo negativo. En cuanto al tratamiento solo con
Anto, el valor del IDN es menor al testigo negativo, pero mayor que en los tratamientos
Bleo, Anto + Bleo y Bleo + Anto. No obstante, solo en el caso de los donadores B y C las
diferencias son significativas. Los valores del IDN del testigo negativo de los donadores A

y B son similares, pero no con respecto al donador C, que es mas bajo.

Tabla 1. indices de division de los cultivos celulares bajo el efecto de las antocianinas del maiz
azul y la bleomicina en diferentes tratamientos.

Testigo (-) Anto Bleo Anto + Bleo Bleo + Anto
Donador A | 1.57 £ 0.02 1.46 + 0.07 1.15+0.02 ** 1.12+0.01* 1.13 £ 0.00 **
Donador B |1.52 £ 0.01 1.18 £ 0.10* 1.06 £ 0.05 ** 1.02 £ 0.01 ** 1.02 £ 0.00 **

Donador C | 1.33 £ 0.02 1.17 £ 0.01 *** 1.01 £0.00 *** 1.01 £0.00 ****  1.03 £ 0.05 ****

Prueba Dunnet de comparacion multiple (*p<0.05, significativo), con respecto a los testigos (-) de cada donador.
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Se contaron al menos 1000 células Bl para las pruebas de genotoxicidad y
antigenotoxicidad en el ensayo de MNBC de los tratamientos con Anto o Bleo de cada
donador. En las figuras 7, 8 y 9 se muestran los resultados encontrados en la frecuencia
de MN y PN. En el caso de los donadores A y B, en comparacién con el testigo negativo,
las Anto redujeron la frecuencia de MN y PN y la Bleo incrementd significativamente estas
frecuencias (Fig. 7 y 8). Para el donador C (Fig. 9), en el tratamiento con Anto la
frecuencia de MN y PN fue de cero, pero no fue posible evaluar los efectos gentdxicos de

la Bleo en éste, ya que no se hallaron suficientes células Bl para el analisis.
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Figura 7. Frecuencia de MN y PN de los cultivos del donador “A” tratados con las antocianinas del
maiz azul y de la bleomicina. Prueba Holm-Sidak de comparacién multiple (*p<0.05, significativo).
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Figura 8. Frecuencia de MN y PN de los cultivos del donador “B” tratados con las antocianinas del
maiz azul y de la bleomicina. Prueba Holm-Sidak de comparacion multiple (*p<0.05, significativo).
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Figura 9. Frecuencia de MN y PN de los cultivos del donador “C” tratados con las antocianinas del
maiz azul y de la bleomicina. Prueba Holm-Sidak de comparacién multiple (*p<0.05, significativo).
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De las 1000 células analizadas entre MONO, BI, MULTI, apoptéticas y necréticas (Figuras
10, 11 y 12). Para el donador A (Fig. 10), en el testigo negativo se registr6 un mayor
numero de células Bl seguida de MONO y menor proporcion de MULTI, necréticas y
apoptoticas. En los cultivos tratados con Anto el mayor numero de células registradas
corresponde a células MONO y Bl y un porcentaje bajo de células MULTI, necréticas y
apoptoticas. En los cultivos expuestos a la Bleo, el numero de células Bl se redujo
drasticamente, predominando las células MONO. En los tratamientos Anto + Bleo y Bleo +
Anto los mayores porcentajes de ceélulas fueron las MONO, en éstos cultivos se observa

como las células apoptéticas aumentan en porcentaje.
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Figura 10. Porcentaje de células en los cultivos de linfocitos del donador “A”, expuestos a las
antocianinas del maiz azul y a la bleomicina en diferentes tratamientos.
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Para el donador B (Fig. 11), en el testigo negativo se registré un porcentaje de células
MONO y Bl muy proximos, que fueron los mas altos en comparacion con las células
MULTI, necréticas y apoptéticas. En los cultivos tratados con Anto, el mayor porcentaje
corresponde a células MONO, y un porcentaje bajo de células Bl, MULTI, necrdticas y
apoptoticas. En los cultivos expuestos a la Bleo, el mayor porcentaje corresponde a
células MONO; las apoptéticas y necroticas registraron porcentajes bajos, y préximos
entre si, pero el menor porcentaje fue de las células Bl y MULTI. En los tratamientos Anto
+ Bleo y Bleo + Anto las células predominantes fueron las MONO, en el tratamiento Bleo +
Anto se registré un porcentaje de células apoptéticas mayor en comparacion con Anto +
Bleo. Para este donador, el mayor porcentaje de células necréticas, ocurrié en el

tratamiento con Bleo.
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Figura 11. Porcentaje de células en los cultivos de linfocitos del donador “B”, expuestos a las
antocianinas del maiz azul y a la bleomicina en diferentes tratamientos.
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En los cultivos del donador C (Fig. 10), en el testigo negativo se registré un mayor nimero
de células MONO, menor porcentaje de células Bl, y muy pocas células apoptéticas,
MULTI y necréticas. En los cultivos tratados con Anto el mayor numero de células
registradas corresponde a células MONO, un porcentaje bajo de células Bl y escasas
células MULTI, necréticas y apoptoticas. En los cultivos expuestos a la Bleo, el numero de
células Bl se redujo drasticamente, predominando las células MONO, incluso el
porcentaje de células apoptéticas fue mayor que el de Bl. En los tratamientos Anto + Bleo
y Bleo + Anto el mayor porcentaje fue de células MONO, en éstos, se observa un
porcentaje mayor de células apoptéticas, en comparacion con las Bl, el cual es muy bajo,

y sin registro de células MULTI.
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Figura 12. Porcentaje de células en los cultivos de linfocitos del donador “C”, expuestos a las
antocianinas del maiz azul y a la bleomicina en diferentes tratamientos.
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Los porcentajes de células apoptoticas en los tratamientos de cada donador, se muestran
en las Figuras 13, 14 y 15. El donador A, en el tratamiento con Anto registré un porcentaje
de apoptosis menor en comparacion con el testigo negativo y un incremento de este
porcentaje en el tratamiento con Bleo. Al evaluar el papel de las Anto pre y postratamiento
con respecto a la Bleo (Anto + Bleo y Bleo + Anto, respectivamente), el porcentaje de

células apoptéticas, fue significativamente alto (Fig. 13).
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Figura 13. Porcentaje de células apoptéticas en los cultivos del donador “A” transcurridas 72 h,
expuestos a las antocianinas del maiz azul y a la bleomicina en diferentes tratamientos (Prueba
Dunnet de comparacion multiple, *p<0.05, significativo).
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En el donador B, con el tratamiento de Anto se registré un porcentaje de apoptosis menor
en comparacion con el testigo negativo, y un incremento significativo de este porcentaje
en el tratamiento con Bleo. Al evaluar el papel de las Anto pretratamiento con respecto a
la Bleo (Anto + Bleo) se observo una disminucion de la apoptosis, en cambio en el
postratamiento (Bleo + Anto) el porcentaje de células apoptéticas, fue significativamente
alto (Fig. 14).
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Figura 14. Porcentaje de células apoptdticas en los cultivos del del donador “B” transcurridas 72 h,
expuestos a las antocianinas del maiz azul y a la bleomicina en diferentes tratamientos (Prueba
Dunnet de comparacion multiple, *p<0.05, significativo).
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Para el donador C, en el tratamiento con Anto se registré un porcentaje de apoptosis muy
préximo con el testigo negativo, y un incremento significativamente alto en el tratamiento
con Bleo. Al evaluar el papel de las Anto pre y postratamiento con respecto a la Bleo, el

porcentaje de células apoptoticas, fue significativamente alto (Fig. 15).
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Figura 15. Porcentaje de células apoptdticas en los cultivos del donador “C” transcurridas 72 h,
expuestos a las antocianinas del maiz azul y a la bleomicina en diferentes tratamientos (Prueba
Dunnet de comparacion multiple, *p<0.05, significativo).
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VII. Discusion.

El rendimiento en peso del extracto liofilizado que se obtuvo fue de 2.3%, del total de
harina utilizada, la apariencia de este extracto era rojiza, segun lo reportado por Garzoén
(2008), este color corresponde a las antocianinas en un pH en la region de los acidos;
esta condicion se debe a que la extraccién se llevd a cabo con un disolvente acidificado
con acido citrico; por lo tanto, aunque el color de la harina era azul en un inicio, tal como
los granos del maiz, al entrar en contacto con la solucion acidificada el color de ésta torno
a rojo intenso, de acuerdo con lo reportado por Garzén (2008), las antocianinas son mas
estables a valores bajos de pH, esto fue un factor para mantener las moléculas extraidas
estables. Cuando las antocianinas fueron disueltas en agua estéril la apariencia se
mantuvo de color rojizo. Fue importante que el extracto seco se disolviera en agua, ya que
éste, se utilizdé para realizar pruebas en los linfocitos humanos aislados, por lo tanto,

mantenerlas en etanol, podria haber causado citotoxicidad.

En la cuantificacion de polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu, a diferencia de
Gutiérrez et al. (2008) y de Alarcon et al. (2011), la curva de calibracién se realizo
empleando acido tanico en lugar de acido galico; los resultados mostraron que el extracto
contenia 1.32 % de peso equivalente a acido tanico de polifenoles por cada gramo de
extracto seco, con respecto a lo reportado por los autores mencionados, esta cantidad
podria aparentar un rendimiento bajo de fenoles, no obstante, la masa molar del acido

tanico es aproximadamente diez veces mayor a la del acido galico.

En el analisis por espectrofotometria en la banda del ultravioleta al visible; dentro de la
region del ultravioleta, el extracto, alcanzo el pico maximo a 283 £ 5 nm, que corresponde
a lo reportado por Polyphenols Laboratories para la cianidina-3-glucosido; Jackman vy
Smith (1996) y Salinas et al. (2003) describen la presencia de esta antocianina en el maiz
azul; segun Kong et al. (2003) es la mas comun de las antocianinas. En la region del
visible se encontré un pico maximo a 513 £ 5 nm que se aproxima a lo reportado por Jurd
y Asen (1996) y Giusti y Wrolstand (2001) y Polyphenols Laboratories para la misma

molécula en solucién acuosa.
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En el analisis de viabilidad celular, el hecho de que en los tratamientos Anto + Bleo y Bleo
+ Anto, en los tres donadores, reporte valores bajos, da un primer indice del papel
citotoxico de las Anto en linfocitos sensibilizados con el agente clastogénico Bleo. No
obstante, es importante, verificar estos valores con el analisis de la muerte celular

ocurrida, necrosis o apoptosis.

En los valores del IDN de los linfocitos tratados con Bleo, Bleo + Anto y Anto + Bleo de los
tres donadores, de acuerdo con Eastmond y Tucker (1989), se evidencia efecto
citostatico; la respuesta mitogénica y por ende, la proporcién de células Bl es baja, este
efecto puede deberse a la cantidad de Bleo empleada, pues, Promchainant (1975) y Au y
colaboradores (1980), han mostrado que altas dosis de Bleo reducen el indice mitético de
los linfocitos in vitro; sin embargo, Aghamohammadi y colaboradores (1984) utilizan la
misma cantidad de Bleo en el ensayo de MN encontrando resultados significativos en la
frecuencia de MN. En menor grado con respecto a la Bleo, las antocianinas de maiz azul
ejercen un efecto citostatico, lo que se asemeja a lo encontrado por Fimognari et al.
(2004) que reportaron que la cianidina 3-O-B-glucopiranédsido redujo el indice de
replicaciéon en cultivos de linfocitos humanos en aproximadamente el 50%. Por otra parte,
en el testigo negativo, el donador C obtuvo un IDN bajo en comparacién con los otros
donadores, esto puede deberse al grado de sensibilidad de cada individuo o también,

atribuirse a que se trataba de un individuo del sexo femenino.

En el ensayo de MNBC para las pruebas de genotoxicidad y antigenotoxicidad; se
encontré que las antocianinas de maiz azul juegan un papel importante en la reduccién de
dafo genotdxico, ya que, en el tratamiento con Anto, en todos los donadores, en
comparacion con el testigo negativo, la frecuencia de MN y PN fue baja. Los resultados
hallados son comparables con los obtenidos por Ribeiro et al. (2010), quienes encontraron
que la pulpa de acai, fruto que contiene antocinainas, administrada en ratones tratados
con doxorubicin (un agente que induce dano al DNA); reduce la frecuencia de MN en
eritrocitos de sangre periférica y de medula 6sea; también reportaron que la pulpa ejerce
una alta eficacia en la proteccion contra el dafio del DNA en células hepaticas y renales.
Estos resultados muestran que el extracto de maiz azul ejercen un fuerte potencial
antigentoxico en los cultivos de linfocitos, fungiendo como protectoras, reduciendo la
frecuencia de células con MN y PN, esto, concuerdan con lo descrito por Fimognari et al.

(2004) para la cianidina 3-O-B-glucopiranésido, quienes encontraron, que ésta efectua un
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papel en la proteccion de los linfocitos humanos, ya que, fue capaz de reducir la
frecuencia de MN inducidos por los mutagenos: etil metanosulfonato, colchicina y
peréxido de hidrogeno. Es importante sefalar que, en comparacién con las antocianinas,
otros autores han reportado el papel protector de otros pigmentos de origen vegetal, por
ejemplo, Serpeloni et al. (2011) evalud el efecto de clorofila b, encontrando la reduccién
en la frecuencia de la ruptura cromosomica y la formacion de MN en células de médula
Osea y de sangre periférica de ratones sensibilizados con cisplatino mostrando que el

pretratamiento con clorofila b atenua la inestabilidad cromosémica.

En los cultivos expuestos a la Bleo, se observd, una evidente alteracion del material
genético de los linfocitos, ya que, la frecuencia de MN y PN incremento significativamente
en los donadores A y B, esto corresponde a lo hallado por Aghamohammadi (1984) en
linfocitos humanos in vitro; en células de sangre periférica de ratones por Anderson y
colaboradores (1995) y Molinari (2010) en células CHO-K1, quienes describen un
incremento de MN en los respectivos sistemas bioldgicos expuestos a la Bleo. En el
donador C, no se logré analizar la frecuencia de MN y PN dado que no se encontraron
suficientes células Bl; el IDN fue bajo y el porcentaje de células apoptéticas alto, esto
sugiere que la Bleo ejercio un fuerte efecto téxico en los linfocitos de este donador, lo cual
puede deberse al grado de sensibilidad de éste. Estos resultados evidencian el efecto

gentoxico de la bleomicina.

Al analizar los porcentajes de células apoptéticas en los diferentes tratamientos, muestran
que las Anto, ejercen también, un papel en la citotoxicidad, ya que en los cultivos de los
tres donadores tratados solo con Anto, se registré un porcentaje bajo de la apoptosis, en
comparacion con el testigo negativo, lo mismo, en el porcentaje de células necréticas en

el caso de los donadores Ay B.

Los linfocitos expuestos a la Bleo, como se muestra en las Figuras 13, 14 y 15, registraron
un porcentaje alto en la apoptosis y en la necrosis, en comparacion con el testigo; este
porcentaje fue significativamente mayor en el donador C, lo que puede deberse a la
sensibilidad de este individuo, quiza relacionada al sexo, de hecho, como se mencion6

anteriormente, en este tratamiento, para este individuo se encontré un IDN muy bajo.
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En los linfocitos sensibilizados con Bleo y tratados previamente con las Anto (Anto +
Bleo), se observd, que el porcentaje en la apoptosis fue alto significativamente. Sin
embargo, en el donador B, este porcentaje fue menor al testigo negativo, esto puede
sugerir, una respuesta mas eficiente de este individuo bajo la proteccion de las Anto frente
a los agentes genotéxicos. En los linfocitos sensibilizados con Bleo y posteriormente
tratados con Anto (Bleo + Anto), en todos los donadores, se registré un incremento de
citotoxicidad; el porcentaje en la apoptosis con respecto al testigo negativo fue
significativamente alto, segun la prueba de comparaciéon multiple de Dunnet; también la
viabilidad celular muestra porcentajes bajos para este tratamiento. Este evento resulta ser
muy interesante, dado que, como se ha visto en trabajos previos, en diferentes sistemas
bioldgicos, las antocianinas muestran un efecto citotéxico muy importante en células con
dafio genético induciéndolas a muerte celular, tal como, lo describe Fimognari et al.
(2004) para la cianidina 3-O-B-glucopiranésido, la cual produjo apoptosis en linfocitos
humanos in vitro sensibilizados por el etil metanosulfonato, colchicina y peréxido de
hidrogeno. Esto refuerza que las antocianina es capaz de eliminar células altamente
dafiadas. Por otra parte, Alarcon y colaboradores (2011) describieron los efectos
citotdxicos de extractos de maiz azul en las lineas celulares humanas cancerosas: PC3-
prostata, K562-Leucemia, MCF-7-Mama, SKLU-1-Pulmén; fracciones de antocianinas de
vino tinto causan la supresion de células cancerigenas HCT de colon humano, y AGS
gastricas (Kamei, et al., 1995); asi como, en ratas, el suministro de papas purpura y
repollo morado que contiene antocianinas causan la supresién de tumores (Hagiwara, et
al., 2002).
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VIIl. Conclusiones y recomendaciones.

Con los resultados encontrados en este trabajo, se puede concluir el excelente potencial
de las antocianinas de maiz azul, en la reduccion de la frecuencia de MN y PN, asi como,
para eliminar las células danadas genéticamente por la bleomicina en el sistema de
linfocitos humanos in vitro. Este estudio pone de manifiesto el papel relevante de los
compuestos de origen vegetal como son las antocianinas, entre otros fotoquimicos, en la
busqueda de alternativas que ayuden a combatir eficazmente la agresiéon ocasionada por
los productos toxicos dispersos en el ambiente, derivados de la actividad humana.
Finalmente, se sugiere la incorporacion del maiz azul y en general, el consumo de

polifenoles naturales en la dieta cotidiana.
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