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RESUMEN

Los compuestos de Cr(VI) pueden dafiar al ADN mediante el estrés oxidante que se genera
durante su reduccion de Cr(VI) a Cr(II). Por otro lado, se ha asociado la (-)-epigalocatequina-3-
galato (EGCGQG) con efectos benéficos para la salud debido a que posee propiedades antioxidantes.
Se ha propuesto que los antioxidantes pueden interactuar con las especies reactivas de oxigeno
(ERO’s) incluyendo a los radicales libres (RL), ademas de presentar interaccion con otros
antioxidantes y efectos sobre la quelacion de metales y expresion génica. En estudios recientes
se ha demostrado que el tratamiento con la EGCG puede contrarrestar el dafo genotdxico
inducido por los compuestos de Cr(VI); sin embargo, no se han estudiado las posibles vias de
proteccion. Por lo que en el presente estudio se evaluo el efecto de la EGCG sobre la induccion
de micronucleos (MN), el sistema antioxidante endogeno, la apoptosis y la reparacion del dafio
al ADN en ratones tratados con CrOs. Cuatro grupos de cinco ratones macho fueron tratados de
la siguiente manera: a) testigo, solo se administr6 el vehiculo; b) EGCG, se les administraron 10
mg/kg de EGCG por via intragastrica; ¢) CrOs, se les administraron 20 mg/kg de CrOs por via
intraperitoneal; y d) EGCG-CrOs, se administrd la EGCG cuatro horas antes de la aplicacion del
CrO;. Se realizaron evaluaciones en sangre periférica de muestras tomadas 48 h después de los
tratamientos (para el ensayo cometa también se realizaron evaluaciones a las 4 h y 24 h). El dafio
genotoxico y citotoxico inducido por el CrO; se corrobord debido al aumento de los promedios
de MN vy células no viables. La administracion de EGCG previa al tratamiento del CrO;
disminuy6 los promedios de MN y células no viables en comparacion con el grupo CrO;. Al
realizar las evaluaciones del sistema antioxidante enddgeno se observo que la concentracion de
la capacidad de antioxidantes totales aumentd con los tratamientos de EGCG y EGCG-CrO;3, lo
que indica que la EGCG tiene efectos sobre el sistema antioxidante endogeno. La actividad de la
glutation peroxidasa (GPx) y los niveles de glutation total disminuyeron en el grupo EGCG-CrOs3
en comparacion con el grupo tratado unicamente con el CrO;. Sin embargo, la administracion
sola de EGCG aumento los niveles de glutation total y disminuyo la actividad de GPx, mientras
que, la actividad de catalasa (CAT) aument6 en todos los grupos tratados en comparacion con el
grupo testigo. Por otra parte, solo se observé un incremento significativo en los niveles del aducto
8-hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG) en el grupo tratado con CrO; a las 48 h. Al evaluar las
rupturas de cadena de ADN se observd un incremento en los promedios de cometas
tiempo/dependiente de las 4 a las 24 h en el grupo tratado con CrOs;, los cuales disminuyeron
también de forma tiempo/dependiente de las 4 a las 48 h en el grupo tratado con EGCG y CrOs.
En cuanto a las evaluaciones de apoptosis y necrosis solo se observé un incremento significativo
en el grupo tratado CrOs. Estos resultados nos permiten sugerir que la EGCG protege del daio
genotoxico inducido por el CrO3; mediante la inhibicion o formacion del radical *OH, ya que solo
se incrementaron los niveles del aducto 8-OHdG en el grupo tratado con CrOs;. La EGCG pudo
capturar directamente el radical *OH o al modular el sistema antioxidante enddgeno inhibid su
formacion. El hecho de que en el grupo tratado con la EGCG y CrO; no se incrementaron las
células apoptdticas sugiere que la dosis de 8.5 mg/kg no indujo la eliminacion de las células con
dafio en el ADN.
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ABSTRACT

Compounds of Cr(VI) can damage DNA through the oxidative stress generated during their
reduction from Cr(VI) to Cr(III). On the other hand, (-) - epigallocatechin-3-gallate (EGCG) has
been associated with beneficial health effects because it possesses antioxidant properties. It has
been proposed that antioxidants can interact with reactive oxygen species (ROS) including free
radicals, in addition to interacting with other antioxidants and producing effects on metal
chelation and gene expression. Recent studies have shown that treatment with EGCG can
counteract the genotoxic damage induced by Cr(VI) compounds; however, the possible routes of
protection have not been studied. Therefore, in this study the effects of EGCG on the induction
of micronucleus (MN), the endogenous antioxidant system, apoptosis and ADN damage repair
in mice treated with CrO; were evaluated. Four groups of five male mice were treated as follows:
a) control, only the vehicle was administered; b) EGCG, 10 mg/kg of EGCG were administered
intragastrically; ¢) CrOs, 20 mg / kg of CrO; were administered intraperitoneally; and d) EGCG-
CrO;, EGCG was administered four hours before the application of CrOs. The evaluations were
performed in peripheral blood of samples taken 48 h after the treatments (for the comet assay,
evaluations were also performed at 4 h and 24 h). The genotoxic and cytotoxic damage induced
by CrO; was demonstrated because the MN frequencies and non-viable cells increased. The
administration of EGCG prior to the CrO; treatment decreased the MN frequencies, and non-
viable cells compared to the CrO; group. When evaluating the endogenous antioxidant system,
it was observed that the concentration of the total antioxidant capacity increased with the EGCG
and EGCG-CrOs treatments, indicating that the EGCG has effects on the endogenous antioxidant
system. Glutathione Peroxidase (GPx) activity and total glutathione levels decreased in the
EGCG-CrO; group compared to the group treated only with CrO;. However, administration of
EGCG alone increased levels of total glutathione, and decreased GPx activity, while catalase
activity increased in all treated groups compared to the control group. On the other hand, only a
significant increase in the levels of the 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) adduct was
observed in the group treated with CrO; at 48 h. When evaluating DNA chain ruptures, a
time/dependent increase of 4 to 24 h was observed in comet averages in the CrO; treated group,
which also decreased time/dependent of 4 to 48 h in the group treated with EGCG and CrOj;.
Regarding the evaluations of apoptosis and necrosis, only a significant increase was observed in
the CrOs; treated group. These results allow us to suggest that EGCG protects against genotoxic
damage induced by CrOj; by inhibition or formation of the *OH radical, since only levels of the
8-OHdG adduct were increased in the CrOj; treated group. EGCG was able to directly capture the
*OH radical or by modulating the endogenous antioxidant system inhibited its formation. The
fact that apoptotic cells were not increased in the group treated with EGCG and CrOj; suggests
that the 8.5 mg/kg dose did not induce the removal of cells with DNA damage.



. INTRODUCCION

La exposiciébn a agentes mutagénicos, asi como el estilo de vida y las deficiencias
nutricionales; incrementan la probabilidad de desarrollar enfermedades relacionadas con el
dano al ADN tales como algunos tipos de cancer (Sloczynska et al., 2014). Un ejemplo de
estos mutagenos son los compuestos del cromo hexavalente [Cr(VI)], que inducen dafio
genotoxico mediante especies reactivas de oxigeno (ERO’s) incluyendo los radicales libres
(RL) generados durante su reduccion a Cr(II) (Garcia-Rodriguez et al., 2001; O’Brien et al.,
2003; Lee et al., 2012). En contraparte, varios estudios han revelado que los polifenoles
tienen propiedades antioxidantes que resultan benéficas para la salud (Carlonia et al., 2013;
Garcia-Rodriguez et al., 2018). En estudios previos en nuestro laboratorio, se demostrd que
la (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) (un polifenol abundante en el té verde), ademas de
tener propiedades antioxidantes pueden reducir el dafio genotdxico inducido por compuestos
de Cr(VI) (Garcia-Rodriguez et al., 2016). Sin embargo, las vias por las que la EGCG protege
a las células contra el dafio genético inducido por Cr(VI) atin no estan bien esclarecidas. Se
ha propuesto que sus propiedades antioxidantes podrian estar mediadas por: (a) su capacidad
para eliminar los RL, (b) estimular antioxidantes enddgenos, (¢) inducir apoptosis y (d)
activar mecanismos de reparacion del ADN (Singh et al., 2011; Song et al., 2014; Garcia-
Rodriguez et al., 2018).

1.1. Genotoxicidad y mutagénesis

La genotoxicidad es la capacidad que tiene un agente para afectar la estructura del ADN o la
de los componentes celulares que regulan la fidelidad del genoma; como el huso mitotico,
las topoisomerasas, los sistemas de reparacion del ADN y las ADN polimerasas (ICPEMC,
1983; Eastmond et al., 2009). Los agentes genotoxicos, actlian como mutagenos capaces de
inducir cambios permanentes en el material genético, lo cual puede conducir a
modoficaciones heredables en su funcion, incluyendo mutaciones de genes, alteraciones

cromosomicas estructurales y numéricas (Eastmond et al., 2009).



La induccion del dafio genético por exposicion a agentes genotdxicos €s un proceso que se
realiza en varias etapas. El agente genotoxico ingresa al organismo por diferentes vias, se
distribuye por la sangre y atraviesa las membranas celulares. Una vez dentro de la célula
puede ser reactivo por si mismo (de accion directa) o bien ser activado por enzimas
metabolicas (de accion indirecta). Los dafios al ADN suelen ser reparados eficiente o
ineficientemente dependiendo de los efectos de los mecanismos de reparacion (Ames, 1989).
Por su naturaleza, los agentes genotoxicos se clasifican en fisicos, bioldgicos y quimicos.
Estos ultimos son los principales contaminantes y actuan como alquilantes, andlogos de
bases, agentes de intercalacion o inductores de estrés oxidante (EOx), entre otros (Teaf y

Middendorf, 2000).

1.2. Estrés oxidante (EOXx)

El estrés oxidante se define como un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a favor de
los oxidantes, que conduce a una interrupcion de la sefializacion redox y el control, que puede
alterar las proteinas, lipidos y ADN presentes en los distintos componentes celulares (Sies,
1985; Jones, 2006). Se ha demostrado que en las células con EOx se genera dafio
directamente al ADN, por el incremento de ERO’s y RL que interactian con el material
genético e indirectamente mediante alteraciones en los componentes celulares que se
encuentran relacionados con la funcionalidad de los cromosomas. En ambos casos, la
acumulacion del dafo al material genético puede llegar a ocasionar progresion descontrolada
del ciclo celular y contribuir a la generacion de neoplasias (Ward, 1985). Por lo que el EOx
se ha asociado con diversos estados patoldgicos como el cancer, Alzheimer, esclerosis

multiple, diabetes, hipertension, asma, glaucoma y cataratas (Gutteridge y Halliwell, 1992).



1.3. Especies reactivas de oxigeno (ERO’s)

“Especies reactivas de oxigeno” es el término que se le da a especies derivadas de oxigeno
molecular que son mads reactivas que el oxigeno mismo. Este término incluye no sélo al
superdxido y a algunos otros radicales de oxigeno sino también a no radicales derivados de
oxigeno como el peroxido de hidrégeno y al acido hipocloroso. Por lo tanto, todos los RL
son EROs, pero no todas las EROs son RL (Halliwell y Gutteridge, 2015). Se considera
ERO’s: (a) el ozono (0O3), que se genera con la unidon de un oxigeno al O», (b) el oxigeno
singulete ('02), que se produce con la excitacién de uno de los electrones desapareados del
02, (c) el anion superoxido (02 ), (d) el peroxido de hidrogeno (H»0.) y (e) al radical
hidroxilo ("OH). Las ERO’s son indispensables para la diferenciacion celular y para la muerte
celular programada, por lo que su toxicidad depende de la concentracion y del contexto en el
que se producen; por ejemplo, bajas concentraciones de ERO’s estimulan el crecimiento de
las células (Hansberg, 2008). En condiciones normales las células metabolizan la mayor parte
del oxigeno con la formacion de agua sin generar intermediarios toxicos, mientras que un
pequefio porcentaje produce tres intermediarios altamente toxicos, dos de los cuales son RL
("*O2y el "OH). Otra fuente enddgena de ERO’s es el metabolismo de las células defensivas
tales como los polimorfonucleares, los monocitos sensibilizados, los macrofagos y los
eosindfilos. Para que éstas puedan cumplir su funcion, estan dotadas de diversas proteinas,
asi como de vias metabolicas que generan varias especies quimicamente agresivas como
H>03, *O2 y el ‘OH. En condiciones normales estas especies reactivas son producidas y
utilizadas en compartimentos celulares como los lisosomas que no tienen por qué danar a las
células siempre y cuando los mecanismos antioxidantes de éstas funcionen adecuadamente

(Avello y Suwalsky, 2006).

1.4. Estrés oxidante inducido por metales pesados

Cuando las poblaciones se exponen cronicamente a los contaminantes ambientales, con
frecuencia se observa un aumento en la prevalencia de las enfermedades cronico-
degenerativas (De Vizcaya y Del Razo, 2008). Entre los contaminantes quimicos
considerados como peligrosos se encuentran los metales pesados, se ha informado que la
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exposicion a estos causa dafio a los organismos; como toxicidad en las células, tejidos u
Organos, asi como también genotoxicidad y carcinogenicidad (Conte et al., 1998). La
formacion de RL mediada por metales puede causar diversas modificaciones a las bases de
ADN (Valko et al., 2006). Particularmente metales como el cromo (Cr) son conocidos por
inducir dafio celular, inflamacion y varios tipos de cancer (higado, rifion, pulmoén, prostata y

piel) (Lee et al., 2012).

Al Cr se le puede encontrar principalmente como Cr(IIl) y Cr(VI), como resultado de la
actividad antropogénica. E1 Cr(III) es un micronutriente importante, sirviendo como principal
receptor de union a la insulina, mientras que el Cr(VI) es el compuesto de cromo que ha
mostrado ser mas toxico y carcinogénico en grandes dosis que otras formas (Lee et al., 2012).
Uno de los mecanismos por los que este ultimo causa dafio es mediante su reduccion de
Cr(VI) a Cr(III) en las células, en donde se generan ERO’s que contribuyen al dafio al ADN
y por lo tanto a la actividad carcinogena del Cr(VI) (Wu et al., 2000). El Cr(VI) tiene la
capacidad de ingresar a la célula utilizando la via general de los canales de proteinas
transportadoras de aniones (Bridges y Zalapus, 2005), ya dentro de la célula puede ser
reducido intracelularmente por moléculas como el H»O,, la glutation reductasa, los
carbohidratos, el acido ascorbico, el citocromo P450 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. El Cr(VI) al ser
reducido produce reactivos intermedios como el Cr(V), Cr(IV) y finalmente Cr(III), este
ultimo es transportado principalmente por el plasma, predominantemente ligado a la
transferrina (Mertz, 1969; O’Brien et al., 2003). Dentro de la célula la reduccion se puede
llevar a cabo en el reticulo endoplasmatico, la mitocondria, la membrana plasmatica o el
nucleo celular (Figura 1) (Norseth, 1981; De Flora et al., 1985). Los reactivos intermediarios
generados durante la reduccion participan en la produccion de ERO’s, las cuales pueden
desencadenar reacciones con el ‘OH provocando dafio a los 4cidos nucleicos mediante el
rompimiento de cadena del ADN y la formacion de sitios apurinicos/apirimidicos, asi como,
la induccion de enlaces cruzados (Liu y Dixon, 1969; Mertz, 1969; Bianchi et al., 1980;
Tamino et al., 1981; Foulkes, 1990; Vega y Reynaga, 1990; Shi y Dalal, 1992; Bagchi et al.,
1997). Este dafio en el ADN causado por ERO’s conduce a la generacion de bases oxidadas,

ruptura de las cadenas de ADN, formacion de complejos por uniones ADN-ADN o
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interacciones del ADN con proteinas (Hanahan y Weinber, 2000). Se ha observado en varios
grupos de trabajo que la generacion de "OH, ~O;y H>O», se lleva cabo tanto por la via Haber-

Weiss como por la reaccion de Fenton (Lee et al., 2012).

Membrana 1

cr(V1)
GSSR + 0,"-——— Cr(V) + 0,
+

H,0,
soD

Fenton

Fenton

~ 0: NaD(p)* Cr(V) + H,0,— Cr(V1) + *OH + -OH

"% /'

2 Cr(IV) + H,0,-222, Cr(V) + OH + -OH Dafto
<P directo
. L
Reducciones celulares <2,

dependientes de (,3-?4;’ Cr(im)
GSH/NAD(P)H/Asc/-* 0, 0

Figura 1. Metabolismo del cromo y su genotoxicidad (Modificado de Valko et al., 2006).

Dado que los compuestos ambientales estan ampliamente relacionados con el desarrollo de
diversas enfermedades incluyendo el cancer, su eliminaciéon o neutralizacion es de vital
importancia para contribuir a la prevencién de tales padecimientos. La modulacién o
proteccion contra el cadncer y otras enfermedades relacionadas con mutaciones pueden ser
inducidas mediante factores protectores o fortaleciendo los mecanismos fisiologicos de
defensa. Dentro de este contexto, moléculas con propiedades antioxidantes han adquirido

gran importancia (De Flora, 1998; Arencibia-Arrebola et al., 2003).



1.5. Antioxidantes

Un antioxidante es aquella molécula que puede capturar a los RL, prevenir la formacion y
dispersion de estos, sacrificando su integridad molecular protegiendo asi del dafio a
biomoléculas como proteinas, azlicares, lipidos y acidos nucleicos. Ademas, se ha observado
que los antioxidantes pueden intervenir en los procesos de reparacion celular e inhibir la
induccion de mutaciones. Segin su origen los antioxidantes se pueden clasificar en a)
Endogenos: son aquellos que son sintetizados por la misma célula y b) Ex6genos: son los que
provienen del exterior del organismo cominmente consumidos en los alimentos (Gonzalez-

Torres et al., 2000; Venereo, 2002).

Los antioxidantes endogenos se clasifican segliin su naturaleza quimica en enzimaticos y no
enzimaticos (Rahman, 2007; Lobo et al., 2010). Dentro de los antioxidantes enzimaticos se
encuentran principalmente la superdxido dismutasa (SOD), la glutation peroxidasa (GPx) y
la catalasa (CAT) (Figura 2). La SOD es una de las enzimas que participan en la
transformacion de ERO’s catalizando la transformacion del *O2 a H»0,. Esta enzima se
localiza en el citosol y en la matriz mitocondrial. Por su parte la GPx, que también se
encuentra en el citosol y en las mitocondrias, cataliza la reduccion de H>O» y lipoperéxidos,
para lo cual utiliza como agente reductor al glutation (GSH). Como resultado de esta reaccion
el GSH se transforma a su forma oxidada (GSSG). Mientras que la CAT se localiza
predominantemente en los peroxisomas, en los que el H>O, se genera a una velocidad
relativamente alta. Esta enzima cataliza la conversion de H2O en agua y oxigeno molecular.
Otras sustancias de naturaleza enzimatica que también tienen actividad antioxidante son la
glutation reductasa (GR) y la glutation S-transferasa (GST) (Forman et al., 2009; Rizzo et
al., 2010).

Superdéxido dismutasa (SOD)

Figura 2. Sistemas antioxidantes enzimaticos y reacciones que catalizan (Modificado de Paredes y
Roca, 2002)
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Entre los antioxidantes no enzimaticos, el GSH junto con las enzimas que intervienen en su
ciclo redox forman uno de los principales sistemas de la defensa celular antioxidante. El GSH
es un tripéptido formado por residuos de aminoacidos: acido glutdmico, glicina y cisteina
(Glu-Gly-Cys) y es el tiol no proteico mas abundante a nivel intracelular (Martinez-
Sarrasague et al., 2006). E1 GSH interviene en la proteccion celular contra el dafio oxidante
tanto de lipidos proteinas y acidos nucleicos. Esta molécula actia mediante la interaccion
con radicales como el O, el "OH y el 6xido nitrico, ademas, de presentar una interaccion
sinérgica con otros agentes antioxidantes como el acido ascérbico, la vitamina E y la SOD.
Asimismo, el GSH protege contra el dafio oxidante reduciendo las concentraciones de H2O»
e incluso proporcionando un electron para la reduccion de peroxidos en la reaccion catalizada
por la GPx. El producto final de la oxidacion de GSH, el GSSG, (constituido por dos
moléculas de GSH unidas por un puente disulfuro) es regenerado por la GR, esta enzima le
transfiere electrones de NADPH, de esta manera el GSSG es reducido a GSH, de modo que,
durante las reacciones catalizadas por la GPx y la GR, el GSH no es consumido sino
reciclado. Ademas de sus funciones como antioxidante, el GSH es parte importante de la
desintoxicacion de xenobioticos, es esencial para la proliferacion celular y tiene un papel
importante en la apoptosis, ya que su disminucion promueve la activacion de caspasas y la
progresion de los mecanismos de apoptosis (Konigsberg, 2008; Martinez- Samano et al,
2011). Dentro de las células el GSH se encuentra principalmente en las mitocondrias, el
reticulo endoplasmico y el nicleo, donde se observa un aumento de su concentracion durante

la apoptosis.

Por otra parte, los antioxidantes exdgenos también pueden agruparse dentro de los
antioxidantes no enzimaticos. Los antioxidantes exdgenos son una categoria heterogénea de
moléculas y su efectividad depende de sus caracteristicas quimicas y su ubicacion fisica
dentro de un alimento (proximidad a los fosfolipidos de la membrana, las interfaces de la
emulsion o en la fase acuosa) (Tuberoso et al., 2013). Dentro de los antioxidantes que se
pueden encontrar en la dieta estan los retinoides, los carotenos, la vitamina C, la vitamina E
(tocoferoles), los licopenos y los polifenoles (flavonoides y no flavonoides). Particularmente,
los polifenoles han adquirido gran interés debido a sus beneficios para la salud. Se encuentran
en muchos tipos de plantas comestibles y también en bebidas como el vino tinto; sin embargo,
el chocolate y ¢l té¢ verde (Camellia sinensis) son las fuentes mas ricas.
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1.6. Polifenoles

En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Estos compuestos
se denominan polifenoles. Se originan principalmente en las plantas como producto de su
metabolismo secundario. Algunos son indispensables para las funciones fisiologicas
vegetales. Otros participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos
diversos (hidrico, luminoso, etc.) (Quifiones et al., 2012). Ademas, los compuestos
polifenolicos al ser omnipresentes en todos los 6rganos de las plantas son, por lo tanto, una
parte integral de la dieta humana y van desde simples compuestos anulares de bajo peso
molecular hasta complejos grandes como taninos y polifenoles derivados (Crozier y

Jaganath, 2009).

En la altima parte del siglo XX, el interés en los polifenoles presentes en alimentos se ha
incrementado, una de las principales razones es debido a que se ha descrito que los
polifenoles tienen propiedades antioxidantes que pueden resultar benéficos a la salud,
mediante reacciones de transferencia de electrones y formacion de un intermediario estable
que los ayuda a unirse a RL (Fuhrman y Aviram, 2002; Manach et al., 2004). Se han descrito
mas de 8000 polifenoles que pueden clasificarse en diferentes grupos en funcion del nimero
de anillos fendlicos que contienen y el tipo de sustituyente unido a estos anillos. Las
principales clases de polifenoles con una amplia distribucion en los alimentos son:
flavonoides, acidos y alcoholes fenolicos, estilbenos y lignanos. Los flavonoides son el grupo
mas estudiado, en la actualidad, se han identificado mas de 4000 compuestos diferentes

(Bravo 1998; Tasao, 2010).

Dentro de las fuentes mas ricas de polifenoles se encuentran el vino tinto, el chocolate y el té
verde (Camellia sinensis). A este tltimo se le han atribuido efectos benéficos para la salud
debido su alto contenido de compuestos polifenolicos, particularmente al de las catequinas
que conforman el 30% del peso seco de las hojas. Las principales catequinas en el té verde
son la epigalocatequina-3-galato (EGCQG), la (-)-epicatequina-3-galato (ECG), (-)-
epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina (EC), (+)- galocatequina (GC) y (+)-catequina
(Zaveri, 2006).
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1.7. (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG)

La EGCG (Figura 3) es el compuesto polifendlicos perteneciente a las catequinas mas
abundante en el té verde (59% del total de catequinas) (Cabrera et al., 2006). Una taza de
esta bebida puede contener en promedio 80 y hasta 200 mg de EGCG, de acuerdo con la
USDA (2007); sin embargo, el contenido de catequinas en el té verde varia dependiendo de
como se procesan las hojas antes de secar, de las condiciones de cultivo (suelo, clima,
practicas agricolas, fertilizantes), de las propiedades de la planta (variedad, edad, etc.) y de
la preparacion de la infusion (cantidad de producto utilizado, tiempo de preparacion,
temperatura, etc.) (Hakim et al., 2000; Wu, 2002). La EGCG también puede encontrarse en
otros vegetales como las manzanas, las moras, los duraznos y las nueces, sin embargo, la

principal fuente es el té verde (Harnly et al., 2006).

GRUPO GALATO

OH

Figura 3. Estructura quimica de la (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG)



La EGCG se absorbe predominantemente en el intestino, en el yeyuno y el ileon, a través de
la difusion paracelular a través de las células epiteliales (Moore et al., 2009). EGCG esta
presente en el plasma en una forma libre en gran medida (mas del 77%) (Lee et al., 2002).
El EGCG se metaboliza en formas metiladas en diferentes 6rganos mediante catecol-O-
metiltransferasa, produciendo principalmente di-metoxi-EGCG (di-OMe-EGCG) (Meng et
al., 2002). Por otro lado, la EGCG puede ser metabolizada por el microbiota intestinal y sus

metabolitos excretados a través de vias biliares y urinarias (Schantz et al, 2015).

Se ha observado que la EGCG posee propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y
anticarcinogénicas y se ha descrito que posiblemente su potente efecto antioxidante se debe
a que presenta ocho grupos hidroxilo distribuidos en sus anillos A y B y a su grupo galato, el
cual le confiere un alto potencial antioxidante (Konigsberg, 2008, Legeay et al, 2015). Se ha
identificado que el anillo B es el principal sitio para las reacciones antioxidantes de la EGCG

(Valcic et al., 1999).

1.7.1. Actividad antioxidante

En muchos estudios se ha demostrado que la EGCG puede proteger contra el estrés oxidante
en sistemas in vitro (Koh et al., 2004; Yao et al., 2008). En células Jurkat tratadas con 12-0-
tetradecanoilforbol-13-acetato, la EGCG es un eficiente secuestrador de ‘OH con una tasa
reactiva constante comparable con varios antioxidantes, tales como el ascorbato, el GSH y la
cisteina. Ademas, también se ha observado que in vitro la EGCG es secuestradora de *O,y
puede inhibir el dafio al ADN inducido por Cr(VI) mediante la captura de radicales "OH (Shi
et al., 2000). En otro estudio se observo que la EGCG (30 mg/kg al dia durante 21 dias
administrados por via oral utilizando una sonda) protegia las mitocondrias de la peroxidacion
lipidica provocada por un infarto al miocardio inducido quimicamente utilizando
isoproterenol en ratas. Asimismo, también se informdé que la EGCG induce efectos
antioxidantes sobre las mitocondrias del corazéon de ratas expuestas a isoproterenol al
disminuir la peroxidacion lipidica e hidroperoxidos lipidicos en el organulo, asi como a
regular positivamente las actividades de SOD mitocondrial, CAT, GPx, GR y GST. Ademas,
se encontr6 que la EGCG regula niveles de GSH (Devika y Prince, 2008-a).
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1.7.2. Actividad antimutagénica

Se ha demostrado la actividad antimutagénica de la EGCG contra la mutagenicidad de la
aflatoxina B1, la 2-amino-3-metilimidazo[4,5-f] quinolina y la N-nitroso-N-metilurea
mediante el ensayo de MN en ratones (Smerak et al., 2006). En cultivos de células de
mamifero, se ha observado que la EGCG tiene efectos inhibidores contra las mutaciones
resistentes a 6-tioguanina inducidas por 4-nitroquinolina-1-oxido (4NQO) en células V79 de
criceto chino. En este trabajo, se encontr6 unicamente la actividad antimutagénica de la
catequina cuando las células se post-trataron con la catequina durante el tiempo de expresion
de la mutacion después del tratamiento con 4NQO (Kuroda, 1996). En un estudio en el que
se administraron 10 mg / kg de EGCG a ratones CD-1, describieron que ésta disminuia los
microntcleos en ratones tratados con CrO3, sugiriendo que este polifenol protegia del dafio

genotoxico (Garcia-Rodriguez et al., 2014).

1.7.3. Actividad antiproliferativa y apoptotica

En estudios previos se ha demostrado que la EGCG afecta un gran numero de factores
asociados con la progresion del ciclo celular y la induccion de muerte, entre ellos se ha
propuesto la inhibicion de las cinasas dependientes de ciclinas (CDK), la inactivacion del
factor NFkB y la induccion de la expresion de p21 y p27 (Singh et al., 2011). Ademas,
Nakazato et al. (2005) observaron que la EGCG induce apoptosis de células B malignas a
través de la produccion de ERO’s. También Gupta et al. (2000) encontraron que el
tratamiento de células de cancer de prostata DU145 y LNCaP con EGCG resultd en la
induccioén de apoptosis de forma dosis-dependiente. Liang et al. (1999), informaron que la
EGCG bloqued la progresion del ciclo celular en fase G1 de células MCF-7 de carcinoma

mamario, posiblemente mediante la inhibicion de las CDK 2 y 4.



1.8. Evaluacion de genotoxicidad

Las evaluaciones de dafio genotoxico no solo son indispensables para detectar agentes
genotoxicos y sus mecanismos inductores, sino también sustancias con propiedades
protectoras o moduladoras de dafio al ADN (Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2007).
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 (también conocido como ensayo cometa) (Hemmink et al., 1994).

c) Aberraciones cromosomicas (AC); 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
cominmente 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 analisis del cariotipo permite detectar este tipo de dafios (Bender,
1980).
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Para evaluar dafio genotoxico se recomienda iniciar con ensayos de tamizaje como los son
los de mutaciones, ensayos in vitro empleando células de mamiferos (frecuencia de
aberraciones cromosomicas) in vivo empleando médula 6sea o sangre periférica (frecuencia

de micronucleos) (Krishna y Hayashi, 2000).

1.9. Micronucleos

Los MN son cuerpos que estdn en el citoplasma y que contienen ya sea un cromosoma
completo o parte de un cromosoma que durante la division celular no se une al nicleo de la

c€lula hija (Khrisna y Hayashi, 2000).

Los MN se pueden originar por alguno de estos eventos:

a) Dafio anivel 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, centrémero inactivado,

entre otros (dafio aneuploidogeno) (Figura 4A).

b) Aberraciones cromosomicas que conllevan a la formacion de fragmentos acéntricos

(dafio clastogeno) (Figura 4B).
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Figura 4. Mecanismos de formacion de MN en eritrocitos (Tomado de Ramos-Leon, 2016).

La técnica de MN es un ensayo in vivo que se puede realizar en cualquier tejido que esté en
proliferacion, puede ser en medula dsea o en eritrocitos de sangre periférica de animales
donde el bazo no elimine eritrocitos micronucleados (FDA, 2000). Cuando los eritrocitos
policromaticos (EPC) son expulsados de la medula 6sea, el nicleo queda extruido y si un
MN se ha formado permanece en el citoplasma, estos eritrocitos aun contienen ARN y son
basofilos lo que los diferencia facilmente de eritrocitos normocromaticos (ENC) en los que

se ha degradado el ARN y son acidofilos.
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Con los MN se puede identificar la respuesta a la mezcla compleja de contaminantes y
representa un indice valioso para la deteccion de dano genético acumulado durante la vida
de las células (Bolognesi y Hayashi, 2011). Se caracteriza por su simplicidad, fiabilidad,
sensibilidad y rapidez. Ademads, es ampliamente utilizado para detectar la genotoxicidad de
contaminantes ya sean clastogénicos y/o aneugénicos, asi como para evaluar las aberraciones
cromosOmicas numéricas y estructurales (Rocha et al., 2011). Un incremento en la frecuencia
de MN en animales tratados con agentes quimicos, indica que éstos son inductores de dafio

cromosOmico (Hayashi et al., 2000).

1.10. Electroforesis alcalina de células individuales (ensayo cometa)

La electroforesis alcalina de células individuales (del inglés: Single Cell Gel Electrophoresis
Assay), también conocido como el ensayo cometa, es una prueba que evalua el dafio del

material genético causado por diferentes agentes quimicos y fisicos (Kassie et al., 2000).

El ensayo cometa fue descrito originalmente por Ostling y Johanson (1984) como una técnica
simple y rapida para medir el dafio del ADN; sin embargo, las condiciones neutras limitaban
su utilidad, por lo que, en 1988, Singh et al., introdujeron una técnica en microgeles que
involucra la electroforesis en condicion alcalina, para detectar el dafio al ADN en células
individuales (Olive et al., 1990). El principio basico del ensayo alcalino es la migracion del
ADN en una matriz de agarosa en condiciones de electroforesis bajo voltaje (30 Volts/cm)
luego, al ser observada la célula al microscopio (por fluorescencia o por tincion con plata del
material nuclear), presenta la apariencia de un cometa, con una cabeza (regioén nuclear) y cola
(formada por fragmentos nucleares que han migrado en direccién del anodo) (Figura 5)
(Singh et al., 1988; Rodriguez-Rey et al., 2016). El protocolo de este ensayo ha quedado bien
establecido para detectar el dafio al ADN, sobre todo por las rupturas de cadena, la formacion
de sitios labiles al alcali, los entrecruzamientos ADN-ADN y ADN-proteinas. La aplicacion
mas reciente se ha centrado en la evaluacion de los mecanismos de reparacion de dafio
oxidante en el ADN en células eucariotas obtenidas tanto de estudios in vivo como in vitro

(Lagroye et al., 2004).
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Figura 5. Negativos de microfotografia de patrones tipicos de migracion del ADN. (A) linfocitos
humanos no tratados: (B) linfocitos humanos expuestos a 50 rads rayos de rayos X C) linfocitos

humanos expuestos a 100 rads de rayos X (Tomado de Singh et al., 1988).

Las ventajas de la técnica incluyen: (1) la recopilacion de datos a nivel de la célula individual,
permitiendo analisis estadisticos mas robustos; (2) la necesidad de un nimero pequefio de
células por muestra (<10.000); (3) su sensibilidad para detectar dafio al ADN; y (4) que
practicamente cualquier poblacion de células eucariotas es susceptible de analisis (Singh et

al., 1988; Malyapa et al., 1998).

1.11. 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina

Se ha observado que el *OH preferentemente reacciona con los atomos C8 de las purinas del
ADN, ocasionando la oxidacion de nucledsidos en el ADN e induciendo la formacion de
aductos como el 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) (representado también como 8-
0ox0dG) y provocando que consecuentemente ocurran transversiones del nucledtido guanina
por timina durante la replicacion (Evans et al., 2004; Pilger y Ridiger, 2006). E1 8-OHdG es
una de las lesiones que ha llamado mas la atencion debido a que tienen un papel importante
en la mutagénesis y carcinogénesis, lo que lo convierte en un biomarcador relevante para el
estudio del dafio oxidante al ADN, carcinogénesis y genotoxicidad (Valko et al., 2007; Flora
y Gupta, 2014; Talhaoui et al., 2016).




Cuando el ADN es atacado por RL una de las bases mas susceptibles a dafio oxidante es la
guanina, la cual puede ser transformada a 8-oxo-7,8-dihidroguanina (8-0x0G). Se han
detectado diferentes formas estructurales de esta lesion, que consisten en la propia nucleobase
(8-0x0@G), ribonucledsido y nucledsido (8-OHAG). Las nucleobases como 8-0x0G son menos
comunes, pero actian como trampas para radicales catidonicos, ya que tienen un potencial de
oxidacion mucho menor que la guanina (Kanvah y Schuster, 2006; Prabhulkar y Li, 2010).
El aducto 8-OHdG puede ser eliminado mediante reparacion por escision de bases (BER) por
la 8-oxo0-guanina glucosilasa (OGG1), o por el mecanismo de reparacion por escision de
nucledtido (NER) (Figura 6) (Floyd et al., 1986; Chengs et al., 1992; Hollstein et al., 1991).
De este modo, el monitoreo de 8-OHdG extracelular también proporciona informacion sobre
los mecanismos de reparacion del ADN (Prabhulkar y Li, 2010). En este sentido, se ha
descrito que la inhibicion de los mecanismos de reparacion del ADN es uno de los mayores
inductores de genotoxicidad, en donde el dafio al ADN, no reparado, es considerado esencial
para la iniciacidon de carcinogénesis en repuesta a sustancias endogenas o exdgenas (Bach et
al., 2015). El producto de oxidacion de la nucleobase, 8-OHdG, es de particular interés y
relevancia debido a su importancia bioldgica, como una lesidn mutagénica replicativa y

transcripcional (Evans et al., 2016).

Dado que 8-OHdG, a diferencia de cualquier otra especie que contiene guanina oxidada, es
soluble en agua y permeable a la membrana, se secreta al espacio extracelular después de ser
removido y eliminado de la hélice del ADN por los mecanismos de reparacion,
posteriormente puede detectarse y medirse en orina, saliva o plasma, por lo que es utilizada
y reconocida como biomarcador del dafio oxidante (Evans et al., 2004; Pilger y Riidiger,
2006; Ock et al., 2011). Existen diferentes técnicas para llevar a cabo la medicion de 8-
OHAG, uno de los mas utilizados es el ensayo inmuno-enzimatico ELISA (Asami et al.,

1998).
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Figura 6. Formacién del aducto 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina (8-OHdG). El e OH interacciona con
la 2-desoxiguanosina formando el radical C8-OH de la desoxiguanosina que forma un aducto. Al
activarse los mecanismos de reparacion (reparacion por escision de bases-BER), se elimina el

aducto 8-hidroxi-2"-desoxiguanosina (8-OHdG) por lo que puede ser cuantificado en fluidos como
sangre, orina y saliva.

1.12. Apoptosis y necrosis

La muerte celular en los tejidos de los organismos es un evento natural y no produce
alteraciones de las funciones, por el contrario, la cantidad de células en los diferentes tejidos
esta determinada por un balance homeostatico entre la proliferacion de las células nuevas y
la muerte de las no funcionales. Existen dos tipos de muerte celular, una es la que se produce
como consecuencia de una lesion celular masiva (necrosis) y la otra que es un mecanismo

controlado de muerte celular (apoptosis) (Elena, 2002).
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La apoptosis (Figura 7) se presenta como un mecanismo para eliminar células anoémalas de
una forma controlada, sin afectar a las células vecinas. Los restos celulares resultantes, que
estan siempre rodeados de membrana plasmatica, son eliminados mediante fagocitosis,
evitando la inflamacion en esta zona. Ademas de que la apoptosis es un proceso celular
importante para el desarrollo y para el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos adultos,
juega un papel fundamental como mecanismo de proteccion contra la carcinogénesis
mediante la eliminacion de las células danadas genéticamente, por lo cual también se ha

considerada como un marcador de dafio al ADN (Hayashi et al., 1990; Blankenberg, 2008).

Las células dafiadas, que
presentan estrés o reciben
alguna sefial del organismo

entraran en apoptosis. & é
Y,
/ \

Los fagocitos reconocen los
“cuerpos apoptéticos” y los
eliminan. /

Enzimas degradan el nicleo y
la célula emite sefiales para
atraer a los fagocitos.

y

Las células comienzan a
encogerse y formar ampollas,
y proteinas pro-apoptoticas
se activan para degradar los

componentes celulares Las célula se rompe y forma lo

que se conoce como “cuerpos
apoptdticos” y el nucleo se
degrada por completo.

Figura 7. Procesos de apoptosis (Tomado de Ramos-Leon, 2016).




Por su parte, la necrosis (Figura 8) ocurre de manera aguda, por una forma no fisiologica,

mediante una agresion que causa lesion en una porcion importante del tejido. Este proceso

es desencadenado por toxinas, hipoxia severa, agresion masiva y cualquier otra condicion

que genere disminucidon de ATP. En el proceso de necrosis se crean cambios histologicos,

debido a que hay ganancia de volumen celular, desorganizacion y lisis del citoplasma, asi

como dilatacion del reticulo endoplasmico y las mitocondrias aunado a una disolucion de la

cromatina, pérdida de la continuidad de la membrana citoplasmatica y fragmentacion al azar

del ADN. Debido a la pérdida de la integridad de la membrana celular, el contenido del

citoplasma es vertido al espacio extracelular, se genera el proceso de inflamacion, en el cual

los restos celulares son eliminados por fagocitosis (Elena, 2002; Ramirez y Rojas, 2010).
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Figura 8. Proceso de necrosis (Tomado de Ramos-Leon, 2016).
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1.13. Evaluacion de citotoxicidad

El analisis de la muerte celular puede realizarse tanto in vivo como in vitro. Existen varios
métodos que permiten diferenciar entra la muerte por apoptosis y necrosis. Las valoraciones
de la integridad de la membrana a través de la tincion con colorantes vitales pueden ser
especificos si se analizan las caracteristicas morfologicas de las células directamente (Allen
et al., 1997). El método por tincion diferencial con fluorocromos, utilizando una mezcla de
los colorantes naranja de acridina (NA) y bromuro de etidio (BrEt), es uno de los métodos
utilizados para la evaluacion de apoptosis y necrosis. El NA se puede intercalar en el ADN
(coloracion amarilla), mientras que el BrEt se introduce tinicamente a las células con pérdida
de integridad de la membrana plasmatica, mostrando una fluorescencia roja. Ademas, que
con esta técnica se puede diferenciar a las células apoptoticas tempranas (amarilla con inicio
de fragmentacién nuclear) de las apoptoticas tardias (roja-fragmentada) (McGahon et al.,

1995; Garcia-Rodriguez et al., 2013).



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los compuestos de Cr(VI) pueden dafiar al ADN mediante la produccion de ERO’s y RL que
se generan durante su reduccion de Cr(VI) a Cr(IIl). En contraparte se ha observado que
compuestos polifendlicos como la EGCG son capaces de reducir el dafio genotoxico inducido
por compuestos de Cr(VI), de ahi que es de interés indagar las posibles vias de proteccion.

En el presente estudio se plante6 la siguiente pregunta:

¢Hay relacion entre los efectos de la EGCG sobre el sistema antioxidante endogeno, la
reparacion del dafio al ADN y la apoptosis, con el dafio genotoxico inducido por el CrO3?

11l. HIPOTESIS

Si los compuestos de Cr(VI) inducen dafo genotoxico y citotdéxico mediante la generacion
de EOx y la EGCG es un polifenol con alto potencial antioxidante entonces, la administracion
por via oral de la EGCG disminuird el dafio genotoxico y citotoxico inducido por la
administracion de CrOs; mediante el restablecimiento del sistema antioxidante enddgeno, la

activacion de los mecanismos de reparacion del ADN y la induccion de apoptosis.



IV. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar los efectos de la EGCG sobre la induccion de MN, el sistema antioxidante endégeno,

la apoptosis y la reparacion del dafio al ADN en ratones tratados con CrOs,

4.2. Objetivos particulares

1-Estudiar el efecto de la EGCG sobre el dafio genotoxico y citotoxico inducido por CrO3

mediante la evaluacion de MN, la relacion de EPC/ENC y la viabilidad celular.

2-Evaluar el efecto de la EGCG sobre la reparacion del ADN mediante las determinaciones

de los niveles de 8-OHdG y el ensayo cometa en ratones tratados con CrOs.
3-Establecer el efecto de la EGCG sobre la apoptosis en ratones tratados con CrOs.

4-Medir los niveles de antioxidantes totales, GPx, CAT y glutation total y cuantificar el

efecto de la EGCG en ratones tratados con CrOs.



V. MATERIAL Y METODO

5.1. Animales

Se emplearon ratones machos de la cepa Hsd:ICR de 2 a 3 meses de edad, provenientes del
bioterio Harlan de la Facultad de Quimica, UNAM. Los ratones se aclimataron en el bioterio
de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, donde se mantuvieron bajo condiciones
ambientales de temperatura (22°C) y circulacion de aire controladas, con un fotoperiodo de
12 h luz/12 h obscuridad y bajo una dieta a base de alimento comprimido (NUTRI-CUBOS,

PurinaM®) y libre acceso a agua.

Los criterios de evaluacion y condiciones de trabajo fueron establecidos en base a los
lineamientos de los programas GENOTOX, ECETOX, la EPA, la OECD, la FDA y la NOM-
062-Z00-1999 (Heddle et al., 1983; EPA, 1984; Mavournin et al., 1990; Hayashi et al.,
1994; FDA, 2000). El Comité de Bioética de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza,
UNAM, aprobo los protocolos experimentales utilizados en el estudio (numero de registro

FESZ/DEPI/363/14).

5.2. Reactivos

Todos los reactivos se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis, MO, EUA). Como
colorantes en la técnica de MN, ensayo cometa, apoptosis y viabilidad celular se utilizo
naranja de acridina (NA) [CAS No. 10127-02-3] y bromuro de etidio (BrEt) [CAS No. 1239-
45-8]. Para ensayo cometa se empled agarosa punto normal [CAS 9012-36-6], agarosa bajo
punto de fusion [CAS No. 9012-36-6 ], cloruro de sodio (NaCl) [CAS No. 7647-14-5],
hidroxido de sodio (NaOH) [CAS No. 1310-73-2], 4cido clorhidrico (HCI) [CAS No. 7647-
01-0], acido etilendiaminotetraacético (EDTA) [CAS No. 60-00-4], DMSO [CAS No. 67-
68-5], Triton X-100 [CAS No. 9002-93-1], Trizma Base [CAS No. 77-86-1], PBS, etanol
[CAS No. 64-17-5] . Para los tratamientos fitoquimicos se us6 la EGCG [989-51-5] y como
agente inductor de dafio al ADN se utilizo el CrOs; [CAS No. 1333-82-0].
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Para la evaluacion de niveles de 8-OHAG se empleo el Kit ELISA ADN/RNA Daiio Oxidante
de Cayman [No. 589320)] y el Kit ELISA ADN/RNA Dafio Oxidante (Clone 7E6.9) de
Cayman [No. 501130], para la determinacion de antioxidantes totales se utilizd el Kit
Cayman [No. 709001], para medir la actividad enzimatica de CAT se ocup¢ el Kit de Cayman
[No. 707002], para la actividad enzimatica de GPx se utiliz6 el Kit de Cayman [No. 703102]
y para medir los niveles de glutation total se empleo el Kit glutation de Cayman [No.703002].

5.3. Disefo experimental

La EGCG y el CrOs se prepararon en una solucion mediante su disolucion en agua destilada
estéril, una vez preparados los reactivos se administraron inmediatamente por via oral (sonda
intragastrica) o via 1.p. segun el protocolo establecido (Figura 9) en un volumen de alrededor

de 0.25 mL por ratén.

Los grupos experimentales se conformaron por cinco ratones cada uno y se dividieron de la

siguiente forma:

a) Grupo testigo, se les administro solo el vehiculo.
b) Grupo de polifenol, se les administro 8.5 mg/kg de EGCG.
¢) Grupo Cr(VI), se les administro una dosis de 20 mg/kg de CrOs.

d) Grupo experimental, al que se le administr6 EGCG previo al tratamiento con CrOs.

Las dosis usadas fueron seleccionadas con base en los resultados obtenidos en estudios
previamente realizados en nuestro grupo de trabajo y en lo descrito bibliograficamente

(Garcia-Rodriguez et al., 2001, O'Brien et al., 2003).

Una vez establecidas las dosis, asi como las condiciones de trabajo, se evaluo la frecuencia
de MN, cometas, apoptosis, viabilidad celular, niveles de 8-OHdG vy el estado del sistema
antioxidante endogeno. En la Figuras 9 se presenta el protocolo para la administracion de los

tratamientos, asi como la toma de muestra.
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Figura 9. Protocolo empleado para las evaluaciones de: MN, EC, apoptosis, viabilidad celular,

8-OHdG, antioxidantes totales, CAT, GPx y GSH en ratones Hsd:ICR.



5.4. Micronucleos

Las evaluaciones de MN vy la relacion de EPC/ENC se realizaron de acuerdo con la técnica
descrita por Hayashi et al. (1990). Se obtuvieron muestras de sangre periférica (5 pL), se
colocaron en laminillas previamente tratadas con NA y se observaron en un microscopio de
fluorescencia con un filtro de excitacion azul y uno de emision amarilla (Nikon Opthiphon-

2) 24 h después de su preparacion.

La tincidn de los eritrocitos con NA, permite diferenciar a los ENC de los EPC, ya que estos
ultimos se tifien de color rojo debido a la presencia de ARN- ribosomal. Con esta tincién
también se pueden identificar a los MN ya que el ADN se tifie de color amarillo fluorescente.
La evaluacion del dafio genotoxico se realizé contando 4000 EPC por raton, entre los cuales
se identificaron los EPC-MN. Para la evaluacion de dafio citotdoxico, se contaron 2000
eritrocitos totales por raton, entre los cuales se cuantifico la frecuencia de EPC en relacion

con los ENC.

5.5. Apoptosis y viabilidad celular

Se prepar6 una solucion de NA/BrEt (100 pg/mL) de acuerdo con McGahon et al. (1995)
con modificaciones (Garcia-Rodriguez et al., 2013). Se tomaron muestras de sangre de la

vena caudal a las que se le agrego6 la mezcla de colorantes.

La observacion de las muestras se realizd en un microscopio de fluorescencia con un filtro
de excitacion azul y uno de emision amarilla (Nikon Opthiphon-2). Se evaluaron 300 células
por ratén. Para la determinacion de apoptosis y necrosis se cuantificaron las células
apoptdticas tempranas, apoptéticas tardias y necrdticas. Mientras que para el andlisis de
viabilidad celular se contabilizaron las células viables (sanas + apoptoticas tempranas) y no

viables (apoptdticas tardias + necroticas).



5.6. Electroforesis alcalina de células individuales

La electroforesis alcalina de células individuales (ensayo cometa) se realizd siguiendo la
técnica propuesta por Singh et al. (1988), con recomendaciones de Tice et al. (2000). Las
muestras de sangre se obtuvieron de la vena caudal (10 pL) y se observaron en un
microscopio de fluorescencia con un filtro de excitacion azul y uno de emision amarilla
(Nikon Opthiphon-2). Se evaluaron 300 células por raton. Ademds, se calcularon los
porcentajes de ADN en la cauda y las unidades arbitrarias segun lo propuesto por Collins et

al. (1995).

5.7. Determinacion de 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina

Las determinaciones del aducto 8-OHdG se realizaron en plasma de sangre periférica y orina
mediante ensayos inmuno-enzimaticos ELISA (“Kit” ELISA ADN/RNA Daiio Oxidante de
Cayman No. 589320 para plasma y No. 501130 para orina). Los ensayos se basaban en la
competencia entre especies de guanina dafiadas oxidativamente en las muestras y un
conjugado de 8-OHdG-acetilcolinesterasa (trazador) por un anticuerpo monoclonal de
ADN/RNA oxidante limitado. Debido a que la cantidad de trazador se mantenia constante
mientras que la concentracion de guanina dafiada en las muestras variaba, la cantidad de
trazador que era capaz de unirse al anticuerpo monoclonal fue inversamente proporcional a
la concentracion de guanina dafiada oxidativamente en las muestras. El complejo de
anticuerpo y guaninas dafiadas oxidativamente (muestras o trazador) se unieron al anticuerpo
de cabra- IgG ratén policlonal que se encontraba unido previamente al pocillo. La placa se
lavé para eliminar cualquier reactivo no unido y luego se afiadi6 el reactivo de Ellman (que
contenia el sustrato para la acetilcolinesterasa) al pocillo. El producto de esta reaccion
enzimatica tiene un color amarillo y absorbe fuertemente a 412 nm. La intensidad de este
color, determinada espectrofotométricamente, fue proporcional a la cantidad de trazador
unido al pocillo, que fue inversamente proporcional a la cantidad de 8-OHdG de las muestras
durante la incubacion. La ventaja de haber utilizado el kit Cayman es que detectaron tres
especies de guaninas oxidadas; 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina a partir de ADN, 8-

hidroxiguanosina a partir de ARN y 8-hidroxiguanina de ADN o ARN.
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5.8. Evaluacidén del sistema antioxidante

Determinacion de la capacidad antioxidante total

La determinacion de antioxidantes totales se realizé mediante un “kit” comercial (Cayman
No0.709001) basado en el método 2,2 ‘-azinobis [3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato] (ABTS)
propuesto por Miller et al. (1993). Para este ensayo se tomaron muestras de sangre de la
vena caudal (100 pL) y se centrifugaron a 3 000 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente
se recolecto el sobrenadante (plasma) y se realizaron dilaciones 1:10. La placa se prepar6 de
acuerdo con las especificaciones del “kit” , en donde, se incubé mioglobina con peréxido de
hidrogeno para producir ABTS™. La cantidad de ABTS producida se controlo leyendo la
absorbancia a 405 nm. Los antioxidantes presentes en la muestra causaron una reduccion en
la absorcion proporcional a su concentracion. La curva estandar de calibracion se construyo
con Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), un analogo soluble en agua
de vitamina E, el cual se utiliza como un estandar antioxidante. El valor de la capacidad
antioxidante total de las muestras analizadas se expres6 como un equivalente de la

concentracion milimolar de solucion Trolox.

Glutation total (GSH + GSSG)

El nivel de glutation se determind en eritrocitos de sangre periférica utilizando un “kit”
comercial (Cayman No.703002) mediante el método de reciclaje enzimatico de Griffith
(1980) (Figura 10). Para este ensayo se tomaron muestras de sangre de la vena caudal (100
pL) y se centrifugaron a 3 000 rpm durante 10 min a 4°C. Los eritrocitos recolectados (tapon)
fueron lisados con agua HPLC helada, posteriormente las muestras se desproteinizaron y se
realizaron dilaciones 1:10. La placa se prepard de acuerdo con las especificaciones del “kit”
y la absorbancia se ley6 a 405 nm. En este ensayo el grupo sulfhidrilo de GSH reacciona con
DTNB (5,5'-ditio-bis2- (4cido nitro benzoico), reactivo de Ellman) y produce un acido 5-tio-
2-nitrobenzoico (TNB) de color amarillo, el cual es monitoreado a 405 nm. El disulfuro
mixto, GSTNB (GSH y TNB) que se produce simultdneamente, es reducido por la glutation
reductasa para reciclar el GSH y producir mas TNB. La tasa de produccion de TNB es
directamente proporcional a esta reaccion de reciclaje que a su vez es directamente

/
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proporcional a la concentracion de GSH en la muestra. Debido a que se usa GR en este
ensayo, se mide la concentracion de glutation (GSH) y glutation oxidado (GSSG), por lo
tanto, el ensayo refleja el total de glutation. El contenido de glutation de la muestra se
determin6 por comparacion del valor observado con una curva estandar generada a partir de

concentraciones conocidas de GSH.

Glutathione Reductase

GSSG » 2 GSH

TNB GSH DTNB

Glutathione|Reductase

GSTNB TNB

Figura 10. Reciclaje de GSH (Tomado de Griffith, 1980).

Glutation peroxidasa (GPx)

La determinacion de GPx se realizd en muestras de plasma, utilizando un “kit” comercial
(Cayman No. 703102). Para este ensayo se tomaron muestras de sangre de la vena caudal
(100 pL) y se centrifugaron a 3 000 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente se recolecto
el sobrenadante y se realizaron dilaciones 1:10. La placa se preparé de acuerdo con las
especificaciones del “kit” y la absorbancia se leyo a 340 nm. EIl ensayo consistié en medir
la actividad GPx indirectamente mediante una reaccion acoplada con GR. El GSSG,
producido por reduccion de hidroperdxido por GPx, es reciclado a su estado reducido por

GR y NADPH:
GPx
R—-0-0-H+2G5H — R—-0—-H+ GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH + HY — 2GSH + NADP*



La oxidacion de NADPH a NADP" se acompafia de una disminucion de la absorbancia a 340
nm. Bajo condiciones en las que la actividad de GPx es limitante de la velocidad, la tasa de
disminucion en el Az4o es directamente proporcional a la actividad GPx de la muestra (Paglia

y Valentine, 1967).

Catalasa (CAT)

La determinacién de CAT se realizd en muestras de plasma, utilizando un “kit” comercial
(Cayman No. 707002). Para este ensayo se tomaron muestras de sangre de la vena caudal
(100 uL) y se centrifugaron a 3 000 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente se recolecto
el sobrenadante y se realizaron dilaciones 1:10. La placa se prepar6 de acuerdo con las
especificaciones del “kit” y la absorbancia se ley6 a 540 nm. El ensayo utiliza la funcion
peroxidica de CAT para la determinacion de la actividad enzimatica. El método se basa en la
reaccion de la enzima con metanol en presencia de una concentracion Optima de H20O». El
formaldehido producido se mide colorimétricamente con 4-amino-3-hidrazino-5-mercapto-
1,2,4-triazol (Purpald) como el cromogeno. Purpald forma especificamente un heterociclo
biciclico con aldehidos, que tras la oxidacién cambia de incoloro a purpura (Johansson y

Borg, 1988; Wheeler et al., 1990).

5.9. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron representados en promedios con su desviacion estandar, y se
comparados mediante un andlisis de varianzas, seguido de una prueba de Tukey o Dunnett,
empleando el programa estadistico SPSS/PC version 15 (Adler et al., 1998; Garcia-

Rodriguez et al., 2001). Para todos los analisis se consider6 una p<0.05 como significativa.



V1. RESULTADOS

6.1. Evaluacién de MN

A los resultados de MN se les realiz6 el calculo de la Induccion Neta debido a la variabilidad
que se observd en los promedios de MN basales (es decir cuando ain no se habian
administrado los tratamientos) (Anexo 1). Este cdlculo parte de la premisa de que la
induccién de MN a la hora 0 de cada grupo es su propio testigo, por lo que al restar el nimero
de MN evaluados en la hora 0 a las demas horas restantes, se asume que se obtiene la
induccion neta de MN (Garcia-Rodriguez et al., 2001). Este calculo se realizdo mediante la

siguiente formula:

4 N

Promedios de Induccion Neta = (MN observados en “A” a la hora X1) —
(MN observados en “A” a la hora X))

Doénde: “A” = grupo evaluado; X; = tiempo de evaluacion; Xo= tiempo 0

- /

Al realizar este analisis, se observo que la administracion de EGCG no modificod los
promedios de MN, mientras que en el grupo tratado con CrOs3 los promedios fueron mayores
con respecto al grupo testigo. En el grupo EGCG-CrOs3, los promedios de MN son 43%
menores en comparacidon con el grupo tratado con CrOs;. Sin embargo, este dato sigue

resultando estadisticamente significativo al compararse con el grupo testigo (Figura 11).
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Figura 11. Induccion neta de MN: los datos representan los promedios * d.e. de MN obtenidos a
las 48 h menos los promedios de MN a las 0 h. Los promedios obtenidos representan la induccion
neta de MN, ya que se elimina la variabilidad basal que ocurre entre los grupos antes de la
administracién de los tratamientos. MN: micronucleos, EPC: eritrocitos policromaticos, EGCG:
(-)-epigalocatequina-3-galato CrQOs: trioxido de cromo. Diferencias significativas indicadas por 2p
<0.05 vs. Testigo; °p <0.05 vs. EGCG-CrOs, n=5.

También se calcularon los Promedios de Induccion Diferencial de MN con la intencion de
descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones durante el experimento. El analisis
consistid en restar los valores de MN obtenidos en las 0 y 48 h del grupo testigo a sus
correspondientes horas de los grupos tratados con EGCG, CrO3 y EGCG-CrOs, de tal manera
que se observaran los MN inducidos unicamente por los tratamientos (Garcia-Rodriguez et

al., 2001). Este calculo se realizo mediante la siguiente formula:

o
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Promedios de Induccién Diferencial = (MN observados en “A” a la hora X1)
— (MN observados en “T” a la hora Xi)

Donde: “A” = grupo evaluado; X; = tiempo de evaluacion; “T”= grupo testigo

Al realizar este analisis, se observa el mismo comportamiento en los promedios de MN que

en el analisis anterior (Figura 12).
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Figura 12. Induccion diferencial de MN: los datos representan los promedios + d.e. de MN
obtenidos a las 0 y 48 h menos los promedios de MN del grupo testigo. Los promedios obtenidos
representan la induccién diferencial de MN, ya que se eliminan los MN inducidos por el manejo
de los ratones durante el experimento. MN: microndcleos, EPC: eritrocitos policromaticos,
EGCG: (-)-epigalocatequina-3-galato CrOgs: triéxido de cromo. Diferencias significativas
indicadas por ap <0.05 vs. Testigo; bp <0.05 vs. EGCG-CrOs, n=5.
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6.2. Relacion EPC/ENC vy viabilidad celular

Cuando se evalu6 la relacion EPC con respecto a los ENC ningln tratamiento tuvo un efecto

significativo (Cuadro 1).

Cuadro 1. Promedios de EPC/ENC en ratones de la cepa Hsd: ICR tratados con el vehiculo, la
EGCG, el CrOzy la combinacién EGCG-CrOs.

EPC/ENC 1000

Grupo gg/s]l(sg N Hora _Células ANOVA

x tde.

Testigo - 5 0 68.8+9.8
48 75.0+13.2

EGCG 10 5 0 50.8+6.1
48 74.7+27.4

CrO; 20 5 0 49.8+6.3

48 66.5+£22.8

EGCG-CrO; 10-20 5 0 61.2+10.2
48 75.9+13.0

Significancia estadistica p>0.05.

Debido a la alta variabilidad observada en las frecuencias de EPC con relacion a los ENC se
realizd una técnica basada en una tincidn diferencial con NA/BrEt, en donde el NA se
introduce Unicamente a las células viables (vivas) y el BrEt se introduce a las células no
viables (muertas) (McGahon et al., 1995; Garcia-Rodriguez et al., 2013). Los resultados de
esta técnica muestran que en el grupo tratado con CrOs3 el promedio de células no viables es
significativamente mayor que en el grupo testigo. Cuando se administra la EGCG en
combinaciéon con el CrO; los promedios de células no viables fueron menores en

comparacion con el grupo tratado con CrOs (Figura 13).
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Figura 13. Células viables y no viables: los datos representan los promedios * d.e. de las células
viables y no viables en ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el
tridxido de cromo (CrOs) y la combinacién EGCG-CrOs. Se evaluaron 300 células por ratén, n=5.

Diferencias significativas indicadas por #p <0.05 vs. Testigo; °p <0.05 vs. EGCG-CrOs.




6.3. Reparacion del dafio al ADN

6.3.1. Niveles de 8-OHdAG

Cuando se evaluaron los niveles del aducto 8-OHdG a las 48 h en plasma sanguineo, no se
observaron cambios significativos en ninguno de los tratamientos. Sin embargo, cuando se
evaluan en orina a la misma hora, se observo un incremento significativo solo en el grupo
tratado con CrOs en comparacion con el grupo testigo. En el grupo que se combinaron los
tratamientos de EGCG y CrO3 ya no se observo el incremento en los niveles del 8-OHdG

(Figura 14).
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Figura 14. Niveles de 8-OHdG: Los datos representan los promedios + d.e. de la concentracién
plasmatica y urinaria de los niveles del aducto 8-OHdG en ratones tratados con el vehiculo, la
epigalocatequina-3-galato (EGCG), el triéxido de cromo (CrQOs) y la combinacion EGCG-CrQOs.
Diferencias significativas indicadas por 2p <0.05 vs. Testigo; °p <0.05 vs. EGCG-CrOs, n=5.




6.3.2. Ensayo cometa

Cuando se evalu6 la induccion de cometas se observd un aumento a las 4, 24 y 48 h en el

grupo tratado con CrOs, mientras que en el grupo EGCG-CrOs3 la induccidon de cometas

disminuye de manera tiempo/dependiente, sin embargo, estos datos no resultaron

estadisticamente significativos. (Figura 15).
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Figura 15. Promedios de cometas: los datos representan los promedios de cometas a las 0,4,24 y

48 h en ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el tridxido de

cromo (CrOs) y la combinacion EGCG-CrQs. Diferencias significativas indicadas por *p <0.05 vs.

Oh, n=5.
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Con la finalidad de evaluar si existian diferencias entre los cometas presentes por grupo, se

calcul6 % de ADN en la cauda. Este célculo se realizé con la siguiente formula:

% de ADN en la cauda = [(Long. C) (100)] / Long. T

Donde: Long. C = longitud de la cauda; Long T = longitud total

Al realizar este célculo se observa un aumento estadisticamente significativo a la hora 24 y
48 en los grupos tratados con el polifenol (EGCG) y con CrO3 en comparacion con la hora

cero (Fig.16).
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Figura 16. Cantidad de ADN en la cauda de cometas: los datos representan los promedios de
porcentajes de ADN en la cauda de los cometas obtenidos para 1 500 nucleos a las 0,4,24 y 48 h
en ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el triéxido de cromo
(CrO3) y la combinacion EGCG-CrQs. Diferencias significativas indicadas por *p <0.05 vs. 0Oh,

n=>5.
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El calculo de las unidades arbitrarias (UA) se realizo con base en la propuesta de Collins et

al., (1995) y se calcul6 de la siguiente manera:

UA= (Cantidad de células en clase 0) (0) + (Cantidad de células en clase 1) (1) +
(Cantidad de células en clase 2) (2) + (Cantidad de células en clase 3) (3) +
(Cantidad de células en clase 4) (4)

Para la clasificacion de los cometas en las distintas clases se utilizaron los criterios de Collins

et al., (1995) y Mufioz (2009).

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

Clase 0 Clase 1 Clase 2

Clase 3 Clase 4

Figura 17. Clasificacion del nivel de dafio de los cometas (Observadas a 40x).




Al realizar ese analisis se observa que el grupo tratado con CrO3 aumenta el promedio de las

UA alas 4, 24 y 48 h, siendo mayor a las 24 h. En el grupo EGCG-CrOs las UA disminuyeron

de una forma tiempo/dependiente, sin embargo, ningiin dato resulté estadisticamente

significativo (Figura 18).
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Figura 18. Unidades arbitrarias de cometas por grupos: los datos representan los promedios de las

unidades arbitrarias calculadas para 1 500 nucleos a las 0,4,24 y 48 h en ratones tratados con el

vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el triéxido de cromo (CrOs) y la combinacién
EGCG-CrOs. p<0.05, n=5.



Las UA también se calcularon para los diferentes tiempos de evaluacion. Al igual que lo
anteriormente descrito, las unidades arbitrarias son mayores en el grupo tratado con CrO3 a
las 4, 24 y 48 h en comparacion con el grupo testigo. En el grupo EGCG-CrOs las UA
disminuyeron un 55 y 63.3% a las 24 y 48 h respectivamente, en comparacion con el grupo

CrO;3, sin embargo, ningin dato resulté estadisticamente significativo (Figura 19).
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Figura 19. Unidades arbitrarias de cometas por horas: los datos representan los promedios de las
unidades arbitrarias calculadas para 1 500 nucleos a las 0,4,24 y 48 h en ratones tratados con el
vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el trioxido de cromo (CrOs) y la combinacion
EGCG-CrOs. p<0.05, n=5.
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6.4. Capacidad antioxidantes total

Los promedios de la capacidad antioxidante total son mayores en el grupo tratado con EGCG
en comparacion con el grupo testigo. La inyeccion de CrO3 no modificod los promedios de
antioxidantes, mientras que en el grupo EGCG-CrO; los promedios de antioxidantes son

mayores en comparacion con el grupo testigo y con el grupo CrO3 (Figura 20).
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Figura 20. Capacidad antioxidante total: los datos representan los promedios + d.e. de la capacidad
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de antioxidantes totales en plasma de ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-
galato (EGCG), el trioxido de cromo (CrOs) y la combinacion EGCG-CrOs. Diferencias

significativas indicadas por 2p <0.05 vs. Testigo; °p <0.05 vs. CrOs, n=5.



6.5. Glutation total

La concentracion de glutation total es mayor en el grupo tratado con EGCG en comparacion
con el grupo testigo, mientras que en los grupos tratados con CrOsz y EGCG +CrOs la

concentracion de glutation es menor (Figura 21).
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Figura 21. Concentracion del glutation total: los datos representan los promedios + d.e. de la
concentracion de GSH mas la concentracion de glutatién oxidado (GSSG) en eritrocitos de ratones
tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCQG), el triéxido de cromo (CrOs) y la
combinacion EGCG-CrOs. Diferencias significativas indicadas por 2p <0.05 vs. Testigo; p <0.05
vs. EGCG-CrOgs, n=5.



6.6. GPx

La actividad enzimatica de GPx fue menor en el grupo tratado con EGCG y con EGCG-CrO3

en comparacion con el grupo testigo, mientras que en el tratamiento con CrOsz no se

observaron diferencias estadisticamente significativas (Figura 22).
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Figura 22. Actividad de GPx: los datos representan los promedios + d.e. de la actividad de GPx en

plasma de ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el trioxido de

cromo (CrOs) y la combinacion EGCG-CrQs. Diferencias significativas indicadas por *p <0.05 vs.

Testigo, n=>5.



6.7. Catalasa

La actividad de CAT fue mayor en los grupos tratados con EGCG, CrO3 y EGCG-CrO; en

comparacion con el grupo testigo (Figura 23).
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Figura 23. Actividad de CAT: los datos representan los promedios + d.e. de la actividad de CAT en
plasma de ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el trioxido de
cromo (CrOs) y la combinacién EGCG-CrQs. Diferencias significativas indicadas por *p <0.05 vs.

Testigo, n=5.



6.8. Evaluacién de apoptosis y necrosis

Al evaluar apoptosis se observa que la administracion de EGCG y la combinacion EGCG-
CrOs no modifica los promedios de células apoptdticas al compararse con el grupo testigo.
Sin embargo, en el grupo tratado con CrOs3 el promedio de células apoptoticas fue mayor en

comparacion con el grupo testigo y con el grupo EGCG-CrOs (Figura 24).
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Figura 24. Células apoptdticas: los datos representan los promedios = d.e. de las células
apoptéticas en ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el tridxido
de cromo (CrQOs) y la combinaciébn EGCG-CrOs. Se evaluaron 300 células por ratén, n=5.

Diferencias significativas indicadas por #p <0.05 vs. Testigo; °p <0.05 vs. EGCG-CrOs.



Al evaluar necrosis se observo que la administracion de EGCG y la combinacion EGCG-
CrOs3 no modifica los promedios de células necréticas al compararse con el grupo testigo. Sin
embargo, en el grupo tratado con CrO; el promedio de células necroticas fue mayor en

comparacion con el grupo testigo y con el grupo EGCG-CrOs (Figura 25).
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Figura 25. Células necrdéticas: los datos representan los promedios + d.e. de las células necréticas

Promedio de células necroticas

en ratones tratados con el vehiculo, la epigalocatequina-3-galato (EGCG), el trioxido de cromo
(CrO3) y la combinacion EGCG-CrQOs. Se evaluaron 300 células por ratén, n=5. Diferencias

significativas indicadas por 2p <0.05 vs. Testigo; °p <0.05 vs. EGCG-CrOs.



VII. DISCUSION

Con la finalidad de estudiar las posibles vias de proteccion de la EGCG sobre el dafio
genotoxico inducido por el Cr(VI) se evaluo6 la frecuencia de MN, la relacion EPC/ENC, la
viabilidad celular, la fragmentacion del ADN, la apoptosis, el aducto 8-OHdG, los
antioxidantes totales, el glutation y la actividad de GPx y CAT en ratones tratados con EGCG
y CrOs.

La administracion de 8.5 mg/kg de EGCG no indujo cambios significativos en los promedios
de MN. Esto concuerda con resultados previos en los cuales se ha encontrado que el
tratamiento oral de 10 y de hasta 2000 mg/kg de EGCG no induce MN (Isbrucker et al., 2006;
Garcia-Rodriguez et al., 2014; 2015). En otros estudios también se ha observado que la
administracion sola de polifenoles o flavonoides del té verde tampoco inducen genotoxicidad
en animales experimentales, a pesar de estar expuestos a largos periodos de tiempo y a dosis
altas (Chang et al., 2003; Zaveri, 2006; Isbrucker et al., 2006; Hsu et al., 2011). No obstante,
en estudios in vitro se ha descrito que la EGCG, en dosis mayores a 100 uM, causa dafio
genotoxico e incrementa el dafio por agentes mutagenos (Bertram et al., 2003, Furukawa et
al., 2003, Roy et al.,2003; Sugisawa et al., 2004). La dosis utilizada en este estudio, 8.5
mg/kg, corresponde aproximadamente al 0.4% de la LDso (2,170 mg/kg) encontrada para la
administracion oral de EGCG en ratones (NLM, 1999). Esta dosis puede alcanzarse en

humanos con una ingesta de aproximadamente 12 tazas de té verde (Kanwar et al., 2012).

Cuando se evalu¢ la citotoxicidad de EGCG mediante la relacion EPC con respecto a los
ENC, no se observé ningin cambio significativo. Si bien la OECD (1997) indica que al
realizar la prueba de MN se determine también la frecuencia de EPC/ENC, este parametro
debe tomarse con reserva, debido a que cuando un compuesto causa muerte celular, pueden
activarse también los mecanismos de division celular y, por lo tanto, enmascarar el efecto
(Krishna et al., 1986; Hayashi et al., 2000). Para corroborar la citotoxicidad se realizo la
evaluacion de viabilidad celular empleando la técnica de NA/BrEt modificada por Garcia-
Rodriguez et al. (2013). Al realizar este analisis, se observa que la administracion sola de

EGCG no modifica los promedios de células viables, lo que sugiere que este compuesto no
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induce dafio citotoxico. En estudios previos in vivo tampoco se encontr6 dafio citotoxico con
la administracion de EGCG (Fiorini et al., 2005; Wu et al., 2006), lo mismo ocurrié en
tratamientos in vitro (Schroeder et al., 2009; Crispo et al., 2010; Kamalden et al., 2012).

El dafio genotdxico y citotdéxico del CrOsz se corrobor6 mediante el incremento en los
promedios de MN y de las células no viables. El mecanismo de dafio genotoxico de los
compuestos de Cr(VI), se ha planteado con base en que estos tienen la capacidad de atravesar
la membrana celular y dentro de la célula se reducen rapidamente por la interaccion con
moléculas citoplasmaticas a cromo (V), (IV) y (III) el cual tienen afinidad por las bases y
fosfatos de la cadena de ADN, ademas de generar ERO’s en cada reduccion que pueden
inducir rupturas y aductos en la cadena de ADN asi como entrecruzamientos, y por lo tanto
causar dafio mutagénico y cancerigeno (Shi y Dalal, 1992; Shi et al., 1992; O'Brien et al.,
2003; Jomova y Valko et al., 2011; Lee et al., 2012). De igual manera, el Cr(VI) puede
provocar efectos sobre la replicacion y la transcripcion del ADN, desregularizar los puntos
de control en el ciclo celular, afectar los mecanismos de reparacion del ADN y generar
disrupcion en las redes génicas reguladoras relacionadas con la muerte celular (Qi et al.,
2000; Zhitkovich et al., 2002; O’Brien et al., 2003; Reynolds y Zhitkovich, 2007; Wong et
al., 2012)

La administracion de EGCG cuatro horas antes de la inyeccion de CrOs; disminuyo los
promedios de MN en un 43% en comparacion con CrOs, lo que sugiere que la EGCG protege
del dafio genotoxico provocado por los compuestos de Cr(VI). En estudios previos se ha
demostrado que la administracion de EGCG disminuye el dafio genotoxico inducido por
metales tanto in vivo como in vitro (Abib et al., 2011; Garcia-Rodriguez et al., 2016).
Ademads, se ha demostrado que tanto el té verde como sus polifenoles disminuyen la
genotoxicidad inducida por arsénico y CrO; (Sinha et al., 2003; 2005; Garcia-Rodriguez et
al., 2012). El tratamiento EGCG-CrO; también disminuyd las células no viables
significativamente en comparacion con el grupo tratado con CrOs, lo que sugiere que la
EGCQG protege del daio citotdxico provocado por los compuestos de Cr(VI). Anteriormente,
se ha descrito que la administracion de EGCG tiene efectos protectores contra la citotoxicidad

inducida por H>O; y rotenona (Wu et al., 2006; Kamalden et al., 2012; Oliveira et al., 2016).
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Con la finalidad de indagar si las vias de proteccion de la EGCG contra el dafio genotdxico
inducido por CrOs3 implican mecanismos de reparacion se evalud la concentracion de los
niveles del aducto 8-OHdG en plasma sanguineo y en orina, asi como los rompimientos de

cadena doble a diferentes horas mediante el ensayo cometa.

El aducto 8-OHdG es una forma oxidada de la guanina que se produce cuando un *OH
interacciona con el carbono 8 de esta base, provocando dafio oxidante al ADN. Sin embargo,
este aducto puede ser eliminado del ADN por mecanismos tales como BER o NER y es
medido en sangre, saliva y orina como 8-OHdG, donde puede ser detectado y cuantificado
como un producto de reparacion, tal como se realizo en este estudio (Wu et al., 2004; Singh
et al., 2013; Nakabeppu, 2014). Al medir las concentraciones de los niveles de 8-OHdG en
plasma sanguineo se obtuvieron mediciones muy bajas en todos los grupos (alrededor de 2
ng/mL). En un estudio con personas ocupacionalmente expuestas a cromatos encontraron
~14.5 ng/mL de cromo en sangre y al medir los niveles del aducto 8-OHdG en suero se
observo que éstos eran muy similares a los obtenidos en este trabajo (2.69 + 0.73 ng/mL), sin
embargo, la dosis que se aplico fue muy superior (20mg/kg) a la descrita por Li et al. (2014).
En las evaluaciones en orina se observd que la administracion de CrOs; aumentd
significativamente la concentracion de los niveles de 8-OHdG. No obstante, las
concentraciones elevadas de 8-OHdG urinaria han sido tema de controversia. Por un lado,
estas concentraciones implican una mayor exposicion a ERO’s mientras que, por el otro,
podrian indicar la reparacion del dafo al ADN. Dado el dafio oxidante reportado para los
compuestos de Cr(VI), se sugiere que el aumento en las concentraciones urinarias de 8-
OHAG observadas con la administracion de CrO3 se deben al incremento en la produccion de
ERO’s durante la reduccion de Cr(VI) a Cr(III) (O'Brien et al., 2003; Henkler et al., 2010;
Jomova y Valko et al., 2011; Lee et al., 2012).

Por su parte, en el grupo EGCG-CrOs no se observa incremento en los niveles urinarios de
8-OHdG. Estos resultados sugieren que la EGCG previene del dafio oxidante inducido por el
CrOs, posiblemente evitando la formacion del radical ‘'OH. Un estudio con resonancia
paramagnética de electrones reveld que EGCG puede eliminar el ‘OH, el cual es el
responsable de la formacion del aducto 8-OHdG (Shi et al., 2000). Ademas, en estudios
anteriores se ha demostrado que el tratamiento con té verde o EGCG disminuyen los niveles
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urinarios de 8-OHdG en individuos expuestos tabaco (Xu et al., 1992; Hakim et al., 2008).
Por lo tanto, se propone que la proteccion del 43% observada en el ensayo de MN se debe al

efecto protector de la EGCG sobre el dafio oxidante inducido por el CrOs.

Para relacionar el efecto de la EGCG sobre los mecanismos de reparacion del dafio oxidante
al ADN se realizd simultaneamente la evaluacién de los rompimientos de cadena doble
mediante el ensayo cometa en muestras de sangre periférica tomadas a las 4, 24 y 48 h
después de los tratamientos . Con este ensayo se observd un mayor dafio en el grupo tratado
con CrOs3, esto debido al aumento en los promedios de cometas, el % de ADN en la cauda y
las UA, y dado que este aumento persiste de las 4 h hasta las 48 h, se sugiere que el dafo al
ADN no estd siendo reparado. Se ha propuesto que, durante el metabolismo de los
xenobidticos, el dafio en el ADN puede verse exacerbado y la capacidad de reparacion
disminuida, lo que resulta en la acumulacion de dafio en el ADN y aumenta la frecuencia de
mutacion (Tan et al., 2009). Entre las lesiones que genera la reduccion del Cr(VI) a Cr(I1I)
se encuentran los rompimientos de cadena de ADN que pueden ser dobles o sencillos
(O’Brien et al., 2003). Estos rompimientos pueden ser observados a través del ensayo
cometa, ya que permite identificar la formacion de rompimientos de cadena sencilla y sitios
labiles al alcali, asi como su reparacion al cuantificar la migraciéon del ADN (Rodriguez-Rey
et al., 2016). Diversas investigaciones realizadas in vitro e in vivo, usando ensayo cometa,
revelaron que la exposicion a Cr(VI) aumenta significativamente el nimero de rompimientos
de cadena y de sitios labiles al alcali en el ADN (Blasiak y Kowalik, 2000; Trzeciak et al.,
2000; Dana et al., 2001; Ueno et al., 2001; Cortés-Eslava et al., 2018).

En el grupo EGCG-CrOs3 los promedios de cometas disminuyeron de una forma tiempo/
dependiente a partir de las 24 h en comparacion con el basal (0 h), y lo mismo ocurrié con
las UA en comparacion con el grupo tratado con CrOs. Estos resultados confirman que la
EGCG podria estar evitando el aumento en la produccion de ERO’s y por lo tanto las rupturas
de cadena de ADN disminuyen. Actualmente existen varios estudios que muestran que la
EGCG evita las roturas de la cadena de ADN inducidas por mutigenos, mediante la
“neutralizacion” de las ERO’s (Hsu et al., 2001; Naoi et al., 2005; Glei y Pool-Zobel 2006;
Kanadzu et al., 2006; Sinha et al., 2007). De modo que, las determinaciones del aducto 8-
OHAG vy los resultados del ensayo cometa sugieren que la EGCG con este protocolo mas que
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estar activando los mecanismos de reparacion estd evitando el dafio antes de que este se
produzca, ya sea suprimiendo la formacidn de radicales superoxido e hidroxilo, quelando al
cromo a través de sus grupos orto -hidroxi fenolicos y/o estimulando al sistema antioxidante

endogeno (Aherne y O’Brien, 2000; Caillet et al., 2007).

Por lo tanto, también se evalud la capacidad de antioxidantes totales, asi como las actividades
de antioxidantes enddgenos relacionados con la induccion genotdxica de CrO; (glutation,

GPx y CAT).

La capacidad antioxidante total considera la accion acumulativa de todos los antioxidantes
presentes en plasma y fluidos corporales, proporcionando asi un pardmetro integrado de
antioxidantes medibles (Prior et al., 2005). Los resultados obtenidos en este estudio revelan
que la administracion sola del CrOs no modifica los niveles de antioxidantes totales. Esto
pudo deberse a que la homeostasis redox se mantiene por un sistema complejo en el que el
cambio en la concentracion de un antioxidante puede ser compensado por otro (Benzie y
Strain, 1999; Marim et al., 2015). Ademas, anteriormente se ha informado que los
compuestos de Cr(VI) presentan una deplecion del sistema antioxidante mediada por el
incremento de los niveles de ERO’s, en particular por el *OH, generado durante su reduccion
de Cr(VI) a Cr(IIl) (Garcia-Rodriguez et al., 2017). Por el contrario, cuando se administra la
EGCG sola y la combinacion de los tratamientos (EGCG-CrOs) se observo un aumento
significativo en los niveles de antioxidantes totales. Estos resultados sugieren que la EGCG
estimula la produccion de antioxidantes endogenos. Existe evidencia considerable y creciente
de que el té verde y particularmente la EGCG pueden mejorar la expresion de los sistemas
antioxidantes endogenos tanto en modelos animales como en humanos. Estos efectos
incluyen la modulacion de los niveles plasmaticos y tisulares de SOD, CAT y enzimas
relacionadas con el metabolismo del GSH (Chow et al., 2007; Tang et al., 2008; Khan et al.,
2009; Srividhya et al., 2009; Lambert y Elias, 2010; Adikesavan et al., 2013; Kim et al.,
2013; Kim et al., 2014; Eng et al., 2018). Se ha propuesto que el efecto de la EGCG sobre la
actividad de las enzimas antioxidantes es por la via del factor nuclear [derivado de eritroide

2] (Nrf2) (Wu et al., 2006; Yuan et al., 2007; Pullikotil et al., 2012).



Al evaluar los niveles de glutation total (GSH + GSSG) se observd un aumento significativo
con el tratamiento de EGCG sola, lo que sugiere que este polifenol puede activar la sintesis
de moléculas del sistema antioxidante endégeno como lo es el glutation. Se ha observado que
la administracion de EGCG via i.p. o su consumo cronico aumenta los niveles de GSH en
ratones (Fiorini et al., 2005). Sin embargo, las administraciones de CrOs y de EGCG previa
al CrO; disminuyeron significativamente la concentracion de glutation total. Una de las
principales funciones protectoras de GSH contra el estrés oxidante es servir como cofactor
de varias enzimas desintoxicantes, por ejemplo, GPx y GST, entre otras (Masella et al., 2005;
Valko et al., 2007). En diversos estudios se ha demostrado que los niveles de GSH
disminuyen debido al incremento en la actividad enzimatica de GST, la cual utiliza la
formacion de conjugados xenobidtico-GSH como uno de sus mecanismos citoprotectores
(Hayes et al., 2005; Josephy et al., 2010; Oakley, 2011; Banu et al., 2016). Por lo tanto, es
posible que la disminucidn de los niveles de glutation, que se observaron en los grupos CrO3
y EGCG-CrOs, se deba a un incremento en la utilizacion de éste, principalmente como un
cofactor de la enzima GST. Ademas, se propone que la administracion de EGCG previa al
CrOs3 disminuye aun mas los niveles de glutation debido a que se ha observado que la EGCG
tiene un efecto positivo sobre la actividad GST (Wu et al., 2012; Newsome et al., 2014). Por
otro lado, Valko et al. (2006) han informado que las ERO’s que se forman durante la
reduccion de Cr(VI) a Cr(IIl) pueden provocar dafio a las biomoléculas, incluyendo
proteinas. Los mismos autores también sefialan que el metal puede daiar directamente a estas
biomoléculas. El dafio catalizado por metales a proteinas implica la escision oxidante, la
pérdida de residuos de histidina, los enlaces cruzados de tirosina, la introduccion de grupos
carbonilo y la formacion de radicales alquilo (Davies et al., 1987; Stadtman et al., 1990). Por
lo tanto, se sugiere que la disminucion en los niveles de glutation total, observada con los
tratamientos de CrO3 y EGCG-CrOs, también podria deberse a que el CrO; este danando la
estructura molecular del glutation, y que la EGCG no sea capaz de evitar este dafio. Abib et
al. (2011) demostraron que la EGCG (100 uM durante 2 h) protege a las mitocondrias del
deterioro provocado por el cadmio. Sin embargo, la EGCG no fue eficaz para prevenir la
disminucion inducida por cadmio en los niveles de GSH mitocondrial en ese modelo

experimental.



Cuando se evalu6 la actividad de la GPx y CAT se observd que el tratamiento con CrO3 no
modifico la actividad de GPx, sin embargo, aumento la actividad de CAT. Mientras que,
cuando se administra la EGCG sola y la combinacion de EGCG-CrOs se evidencié una
disminucion de GPx, y un aumento de CAT. Estos resultados sugieren que la EGCG tiene
un efecto sobre la actividad de estas enzimas. En estudios previos se ha demostrado que la
administracion de EGCG regula las actividades de las enzimas SOD, CAT, GPx, GR y GST

en ratas expuestas a xenobioticos (Devika y Prince, 2008-b; Adikesavan et al., 2013).

La GPx reacciona con el H,O, para formar agua y utiliza al GSH como donador de electrones
(Cemeli et al., 2009). Mientras que CAT cataliza la conversion de H>O2 en agua y O, usando
como donador de electrones a alcoholes de bajo peso molecular (Valko et al., 2006). Se ha
informado que la GPx se encuentra formando parte de un sistema antioxidante junto con GR
y la CAT otro junto con SOD, se ha observado que estos sistemas no funcionan a la par. La
CAT actia en presencia de altas concentraciones de H»O; y la GPx lo hace a bajas
concentraciones lo que demuestra una correlacion inversa en la actividad de ambas enzimas
(Cisneros et al., 1997; Valko et al, 2006; Cemeli et al., 2009). Esto explica las diferencias
observadas en las actividades de GPx y CAT en este estudio, proponiéndose que el efecto en
la actividad de CAT se debe a un aumento de H>O» provocado por la reduccion de Cr(VI) a
Cr(III). Skrzydlewska et al. (2002) demostraron que, en ¢l tejido nervioso central, la actividad
de GPx disminuyd mientras que la actividad de GR y CAT aumentd después de beber té

verde.

También se evaluaron las frecuencias de células apoptoticas ya que al ser un proceso normal
en los organismos para eliminar células con dafio en su material genético podria ser una via
por la cual la EGCG estimula la eliminacion de las células con dafio genotoxico inducido por
el Cr(VI) (White, 1996; Taraphdar et al., 2001). Se ha observado que la EGCG aumenta la
actividad apoptotica (Nakagawa et al., 2004; Margina et al., 2015), sobre todo en una
variedad de células cancerosas (Roy et al., 2003; Amin et al., 2010; Lee et al., 2011; Papi et
al., 2013; Oliveira et al., 2016). Particularmente, en un estudio previo en nuestro laboratorio
se demostr6 que la dosis de 10 mg/kg de EGCG es capaz de mandar células genéticamente
dafiada a apoptosis, sin embargo, la administracion sola de este polifenol también aumenté

las células apoptoticas (Garcia-Rodriguez et al., 2015). Por lo tanto, en este estudio se redujo
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la dosis de EGCG a 8.5 mg/kg, la cual, ya no causaba apoptosis cuando se administraba sola.
No obstante, cuando se combinaron los tratamientos (EGCG-CrOs) tampoco se
incrementaron las células apoptoticas. Cabe sefialar que en el estudio previo en nuestro
laboratorio la proteccion del dafio genotoxico fue del 71%, mientras que en este estudio la
proteccion es del 43%, por lo tanto, se propone que el decremento en la proteccion es debido
a que la EGCG auna dosis de 8.5 mg/kg ya no elimina las células con dafio genético, inducido
por el CrOs, mediante apoptosis. La concentracion de EGCG en el entorno celular parece
ser un factor importante para explicar este doble papel. Se ha demostrado que esta catequina
actua como un antioxidante eficaz cuando se usa en dosis bajas (dentro del rango de niveles
altos de nanomolar y micromolar bajo) e induce la produccion de ERO’s y dafio oxidante a
dosis mas altas. La actividad antioxidante de EGCG se ha asociado con la prevencion del
cancer, mientras que su actividad prooxidante se ha propuesto para inducir la muerte celular
en cé¢lulas cancerosas (Lambert y Elias, 2010). Por tal motivo, los resultados de este estudio
sugieren que la disminucién de apoptosis en el grupo EGCG-CrOs se debe a que la EGCG
evita la generacion excesiva de ERO’s, mediante su actividad antioxidante, lo que provoca
una disminucion del dafio al ADN. Estos resultados pueden estar relacionados con la
disminucion de los MN, de las UA y de los niveles urinarios de 8-OHdG sugiriendo que, al
haber menos células con dafio al ADN, menos cé¢lulas son enviadas a apoptosis. Se ha
demostrado que el pretratamiento con EGCG evita la generacion excesiva de ERO’s lo que

inhibe la apoptosis (Yao et al. 2008; Zou et al., 2014; Zhang et al., 2019).

El incremento de células apoptoticas y necroticas en el grupo tratado con CrO3 confirma las
observaciones realizadas tanto in vivo (Garcia-Rodriguez et al., 2013; 2015) como in vitro
(Hayashi et al., 2004; Das et al., 2015). El dafio al ADN vy la alteracion de los estados
oxidantes intracelulares tienen el potencial para desencadenar o sensibilizar una célula a la
apoptosis. Por lo tanto, las ERO’s generadas a partir de Cr(VI) durante su reduccion, juegan
un papel importante en la via de sefializacion de apoptosis (Hayashi et al., 2004; Garcia-
Rodriguez et al., 2013). Si bien la apoptosis es un mecanismo importante para el
mantenimiento de una poblacion de células funcionales y sanas, hay un margen de actividad
apoptdtica que si se rebasa puede conducir a errores que permiten a las células danadas a
escapar de la muerte celular y proliferar, lo cual es un factor importante en la carcinogénesis
que se ha observado en personas expuestas al cromo.
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En la figura 26 se presenta un esquema de las vias propuestas por las cuales la EGCG podria
estar protegiendo del dafio inducido por CrOs. Se propone que la EGGC evita el aumento de
ERO’s debido a que esta catequina podria estar estimulando la actividad de GST, la cual
utiliza como cofactor al GSH para eliminar al cromo. Al estarse eliminando el cromo se
reduce la formacion de ERO’s. Ademas, la EGCG también podria estar estimulando la
actividad de CAT, lo que evita que el H>O> entre a la reaccion de Fenton y produzca radicales
‘OH. Anuado a esto se ha observado que la EGCG puede quelar metales o neutralizar los RL
directamente, ademas de estimular otros antioxidantes, lo que disminuye ain mas la
produccion de ERO’s. Por lo tanto, la disminucion de los MN, de la fragmentacion del ADN,
de los niveles de 8-OHdG y de la apoptosis observadas en este estudio podria deberse a que
la EGCG previene del dafio antes de que este se lleve a cabo. No obstante, no se descarta la
posibilidad de la que la EGCG también pueda estar activando los mecanismos de reparacion

para reparar el dano en el ADN.
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VIIl. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

La administracion de EGCG protege del dafio genotoxico y citotdxico inducido por el
CrO;s, ya que se presenta una disminucion en los promedios de MN y un aumento de las

células viables en comparacion con el grupo tratado solo con CrOs.

En la administracion de la EGCG previa al tratamiento con CrO3 no se incrementaron
los niveles del aducto 8-OHAG y se redujeron los promedios de cometas en comparacion

con el grupo CrO3, lo que sugiere que la EGCG protege del dafio oxidante al ADN.

La administracion de la EGCG previa al tratamiento con CrOs “regulariz6” el sistema
antioxidante enddgeno ya que aumento la concentracion de antioxidantes endogenos y
la actividad de catalasa, pero disminuyo¢ la actividad de GPx y la concentracion de GSH
en comparacion con el tratamiento con CrOsz. Lo que nos sugiere que el efecto de la
EGCG sobre el sistema antioxidante enddgeno estd implicado en las vias de proteccion

del dafio genotdxico y citotoxico inducido por el CrOs.

En la administracion de la EGCG previa al tratamiento con CrO3 no se incrementaron
las células apoptoticas en comparacion con el tratamiento de CrOs3, lo que sugiere que la

apoptosis no es una via por la cual la EGCG elimine células genéticamente dafiadas.

Estos resultados nos permiten sugerir que la EGCG protege del dafio genotdxico
inducido por el CrO3 mediante la inhibicion o formacion del radical ‘OH, ya que solo se
incrementaron los niveles del aducto 8-OHdG en el grupo tratado con CrOs. La EGCG
pudo capturar directamente el radical "OH o al modular el sistema antioxidante endogeno
inhibid su formacion. El hecho de que en el grupo tratado con la EGCG y CrO3 no se
incrementaron las células apoptéticas sugiere que la dosis de 8.5 mg/kg no indujo la

eliminacion de las células con dafio en el ADN.
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Grafico de caja y bigote en el cual se representan y comparan las distribuciones de los valores
obtenidos de MN evaluados en 20,000 EPC cuando se administraron los diferentes tratamientos.
A) distribucion de MN a las 0 h; B) distribucion de MN a las 48 h. MN: microntcleos, EPC:
eritrocitos policromdticos, EGCG: (-)-epigalocatequina-3-galato y CrOs: tridoxido de cromo.
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ANEXO 2

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

académicos:

Evento: XVIII Reunién Internacional de Ciencias Médicas

Titulo de la ponencia: “Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato y la (+)-catequina
sobre el dafio cito/genotoxico inducido por Cr(VI)”

Autores: Tonancy Nicolas Méndez, Estefani Yaquelin Herndndez Cruz y Maria del

Carmen Garcia Rodriguez
Organizador: Universidad de Guanajuato, Campus Leon, Division de Ciencias de la
Salud y Departamento de Ciencias Médicas

Lugar y Fecha: Ledn- Guanajuato, México 18, 19 y 20 de abril del 2018

Evento: XVIII Reunidn Internacional de Ciencias Médicas

Titulo de la ponencia: “Efecto de extractos polifendlicos (p60) sobre la
cito/genotoxicidad inducida por cromo hexavalente en ratones longevos”.

Autores: Leonel Esquivel Sudrez, Estefani Yaquelin Hernandez Cruz y Maria del

Carmen Garcia Rodriguez

Organizador: Universidad de Guanajuato, Campus Leon, Division de Ciencias de la
Salud y Departamento de Ciencias Médicas

Lugar y Fecha: Ledn- Guanajuato, México 18, 19 y 20 de abril del 2018



Evento: 49th Annual Meeting of the Environmental Mutagenesis and Genomics Society

“Maintaining Genomics Integrity in the Face of Environmental Insult”

Titulo de la ponencia: “Relationship between Modulation of Genotoxic Damage and
the Endagenous Antioxidant System of Mice Treated with (-)-epigallocatechin-3-
gallate and Hexavalent Chromium”

Autores: Hernandez-Cruz EY y Garcia- Rodriguez MC

Organizador: Environmental Mutagenesis and Genomics Society

Lugar y Fecha: San Antonio, Texas 22-26 de septiembre del 2018

Evento: XIX Reunion Internacional de Ciencias Médicas

Titulo de la ponencia: “Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato sobre el sistema

antioxidante endogeno y la cito/genotoxicidad del Cr(VI)”

Autores: Estefani Yaquelin Hernandez Cruz y Maria del Carmen Garcia Rodriguez
Organizador: Universidad de Guanajuato, Campus Leon, Division de Ciencias de la
Salud y Departamento de Ciencias Médicas

Lugar y Fecha: Ledn- Guanajuato, México 10, 11 y 12 de abril del 2019
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122. Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato y la (+)-catequina sobre el dafio
cito/genotoxico inducido por Cr(VI)

Estefani Yaquelin Hernandez-Cruz, Tonancy Nicolas-Méndez*, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental. Facultad de Estudios Superiores
“Zaragoza”, UNAM. CDMX. *tonancymendez@gmail.com

Introduccion. Al consumo del té verde se le ha asociado con los efectos benéficos para la salud. Estos
efectos son debidos a su alto contenido de antioxidantes como las catequinas [(-)-epigalocatequina-3-
galato (EGCQG) y (+)-catequina]. En contra parte, los compuestos del cromo hexavalente pueden generar
dafio genotoxico mediante el estrés oxidante que se produce durante su reduccion intracelular. De ahi
que se proponga el uso de antioxidantes que se encuentran en la dieta como un procedimiento para
proteger o modular el dafio genotoxico.

Objetivo. Comparar el efecto de la EGCG y (+)-catequina sobre el dafio genotdxico y citotoxico
inducidos por compuestos de cromo hexavalente en ratones Hsd:ICR.

Material y Métodos. Grupos de cinco ratones machos fueron tratados de la siguiente manera: a)
vehiculo (agua destilada); b) 20 mg/kg de CrOs, via intraperitoneal; ¢) 10 mg/kg de EGCG 6 20 mg/kg
de (+)-catequina, via intragastrica; d) 10-20 mg/kg de EGCG-CrO; 6 20-20 mg/kg de (+)-catequina-
CrO;. Las muestras de sangre periférica fueron tomadas de la vena caudal a las 0 y 48 horas después de
la aplicacion de los tratamientos. El dafio cito/genotoxico se evalué mediante el ensayo de microntcleos
(MN)', 1a apoptosis y viabilidad celular” .

Resultados. Se corrobor6 el dafio genotdxico y citotoxico del CrO; ya que se incrementaron las
frecuencias de MN y apoptosis, mientras que se disminuyeron las células viables. La administracion de
los antioxidantes EGCG o (+)-catequina no modificaron las frecuencias de MN, pero la EGCG
incrementa las células apoptoticas. El tratamiento combinado de EGCG-CrOs disminuy0 las frecuencias
de MN de forma parcial, reestablece la viabilidad celular e incrementa la apoptosis. Sin embargo, este
efecto no se observd con el tratamiento combinado de (+)-catequinaCrOs, ya que se observd un
increment6 en las frecuencias de MN, en las células no viables, y se disminuyeron las células
apoptoticas.

Conclusion. Los resultados sugieren que la administracion de EGCG protege de forma parcial el dano
cito/genotoxico inducido por CrOs, mientras que la (+)- catequina no protege el dafio cito/genotoxico.

! Hayashi, et al. (1990). Mutat Res; 245. 245-249.
? Garcia-Rodriguez, et al. (2013). Oxid Med Cell Longev; 1-9.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216 y por CBSEP-CONACYT
853816
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6. Efecto de extractos polifendlicos [P60] sobre la cito/genotéxicidad inducida por cromo
hexavalente en ratones longevos

Leonel Esquibel Suarez*, Estefani Yaquelin Hernandez-Cruz, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez.

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental. Facultad de Estudios Superiores
“Zaragoza”, UNAM. CDMX. *nel2488leo@gmail.com

Introduccion. En el envejecimiento los niveles de antioxidantes endbgenos se reducen haciendo al
organismo mas susceptible al efecto toxico de agentes como los compuestos del cromo hexavalente
(Cr(VD)). La exposicion a estos compuestos genera dafio genotoxico y citotoxico mediante el estrés
oxidante producido durante su reduccidn intracelular. En contra parte, al consumo de polifenoles
extraidos del té verde [P60] se les ha asociado con efectos benéficos para la salud por sus propiedades
antioxidantes. De ahi que se proponga el consumo de polifenoles como un procedimiento para modular
el dafo genotoxico y citotoxico en el envejecimiento.

Objetivo. Estudiar el efecto cito/genotoxico inducido por Cr(VI) en ratones longevos tratados con P60.

Material y Métodos. Grupos de cinco ratones hembra de 13 meses de edad (longevos) fueron tratados:
a) 20 mg/kg de CrO3, via i.p.; b) 10 mg/kg de P60, via i.p. y ¢) 10-20 mg/kg de P60-CrOs. Como testigo
positivo se empled un grupo de ratones hembra de tres meses de edad (jovenes) tratado con 20 mg/kg
de CrO;, via i.p. Las muestras de sangre periférica fueron tomadas de la vena caudal a las 0, 48 y 72
horas después de la aplicacion de los tratamientos. Se consideré la hora 0 como el testigo negativo. Los
micronicleos (MN) se evaluaron de acuerdo con Hayashi et al. (1990)', mientras que la apoptosis y
viabilidad celular de acuerdo a GarciaRodriguez et al. (2013)%.

Resultados. Se incrementaron los promedio de MN, apoptosis y células no viables en ambos grupos
(jovenes y longevos) expuestos al CrOs, siendo mayor el efecto en los longevos, ya que se presento
incluso mortalidad. La administracion del P60 no modificé los promedios de MN, apoptosis y viabilidad
celular. Mientras que, la exposicion previa de P60 al CrOs disminuy6 los promedios de MN, apoptosis
y células no viables, asi como la mortalidad.

Conclusion. Los resultados sugieren que la edad es un factor importante para el efecto cito/genotoxico
del CrOsy algunos compuestos con propiedades antioxidantes como el P60 pueden llegar a proteger de
tal efecto. Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT-IN219216.

'Hayashi, et al. (1990). Mutat Res; 245. 245-249.

’Garcia-Rodriguez, et al. (2013). Oxid Med Cell Longev; 1-9.
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P11

Quantitative assessment of in vitro genotoxicity using
high-throughput and high-content CometChip assay in
HepaRG and HepG2 cells. Seo J', Tryndyak V', Wu Q',
Dreval K'2, Pogribny I', Byrant M', Mei N', Guo X'.
'National Center for Toxicological Research, Food and
Drug Administration, Jefferson, AR United States,
Department of Internal Medicine, Division of Molecular
Medicine, Program in Cancer Genetics, Epigenetics and
Genomics, University of New Mexico Comprehensive
Cancer Center, Albuquerque, NM, United States.

Improving in vitro genotoxicity test strategy is an ongoing
task for better predicting human in vivo genotoxicity. Human
hepatocytes that have metabolic capacity are preferred as
data generated from these cells are considered to be more
relevant to human in vivo exposure. In this study, a total of
twelve genotoxic carcinogens were evaluated over a wide
range of concentrations in differentiated HepaRG cells and
HepG2 cells using the high-throughput high-content
(HTHC) CometChip technology, a recently developed 96-
well platform with a high level of reproducibility for detecting
DNA-stranded breakages. DNA damaging dose-responses
were assessed using benchmark dose (BMD) quantitative
approaches. CYP450 enzyme activities of both cell lines
were also evaluated. As results, differentiated HepaRG
cells maintained a much higher level of CYP450 activities
than those in HepG2 cells. For DNA damaging effects
following a 24h treatment, three out of five indirect-acting
genotoxic  carcinogens,  cyclophosphamide, 7,12-
Dimethylbenzanthracene, and  dimethylnitrosamine,
caused significant DNA damage only in HepaRG cells.
Benzo[a]pyrene induced DNA damage in both cell lines,
and 2 4-Diaminotoluene slightly but significantly increased
DNA damage in HepG2 cells. For seven direct-acting
genotoxic carcinogens, methyl methanesulfonate, N-ethyl-
N-nitrosoure, and 4-Nitroquinoline 1-oxide induced positive
responses, but hydroquinone and colchicine were negative
in both cell lines. Cisplatin and cadmium chloride increased
DNA damage only in HepaRG or HepG2 cells, respectively.
The BMD values generated from the HTHC comet data of
the four chemicals positive in both cell lines were similar.
Our results suggest that metabolically competent HepaRG
cells is more suitable and efficient in detecting indirect-
acting genotoxic carcinogens, and that the precision of the
BMD analysis could be improved by increasing the number
of chemical concentrations.

P12

Relationship between Modulation of Genotoxic
Damage and the Endogenous Antioxidant System of
Mice Treated with (-)-epigallocatechin-3-gallate and
Hexavalent Chromium. Hemandez-Cruz EY, Garcia-
Rodriguez MC. Facultad de Estudios Superiores-Zaragoza,
UNAM, Mexico City, Mexico.

This study was conducted to investigate the relationship
between modulation of genotoxic damage and the
endogenous antioxidant system of mice treated with (-)-
epigallocatechin-3-gallate (EGCG) and hexavalent
chromium [Cr(V1)]. Groups of five Hsd:ICR male mice were
divided and treated as follows: (i) control, vehicle only; (ii)
EGCG, 10 mg/kg by gavage; (iii) Cr(V1), 20 mg/kg of CrOs
intraperitoneally; and (iv) EGCG-CrO3, EGCG before to
administration of CrO3. Evaluations were performed in
peripheral blood samples taken from the caudal vein at 0
and 48 h after treatments. The genotoxic damage was
evaluated by the micronucleus (MN) assay in accordance
with the technique described by Hayashi et al.' and
apoptosis by following the technique previously adapted for
peripheral blood?. In the same samples, the levels of
endogenous antioxidant were evaluated. The genotoxic
damage induced by CrO3 was corroborated because MN
and apoptosis frequencies increased. The administration of
EGCG did not modify neither MN nor the frequencies of
apoptotic cells, but it modificated the antioxidants levels. In
the group EGCG-CrOs, the MN and apoptosis frequencies
were decreased as compared with the CrO3 group, but the
effect in antioxidant levels persisted. These results suggest
that the protection of EGCG against genotoxic damage
induced by CrOs could be related with the stimulation of the
endogenous antioxidant system. Financial support was
obtained from UNAM through the DGAPA, PAPIIT-
IN219216 and PAEP-2018; CONACYT 853816..
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108. Efecto de la (-)-epigalocatequina-3-galato sobre el sistema antioxidante endogeno y
la cito/genotoxicidad del Cr(VI)

Estefani Yaquelin Hernandez-Cruz*, Maria del Carmen Garcia-Rodriguez. Unidad de Investigacion en Genética
y Toxicologia Ambiental. Facultad de Estudios Superiores “Zaragoza”, UNAM. CDMX.
*estef yhc@hotmail.com

Introduccion. La (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG) se ha asociado con efectos benéficos para la
salud debido a que posee propiedades antioxidantes. Ademas, se ha propuesto que la EGCG estimula la
produccién y la actividad de antioxidantes enddgenos. En contra parte, los compuestos del cromo
hexavalente [Cr (VI)] generan dafio genotoxico mediante el estrés oxidante que se produce durante su
reduccion intracelular. De ahi que se proponga el uso de antioxidantes que se encuentran en la dieta
como un procedimiento para proteger o modular el dafio genotdxico.

Objetivo. Evaluar la relacion entre la modulacion del dafo cito/genotdxico y el sistema antioxidante
endogeno en ratones macho Hsd: ICR tratados con EGCG y Cr(VI).

Material y Métodos. Grupos de cinco ratones macho fueron tratados de la siguiente manera: a) vehiculo
(agua destilada); b) 10 mg/kg de EGCG, via intragastrica; ¢) 20 mg/kg de CrOs, via intraperitoneal; y d)
10-20 mg/kg de EGCG-CrQOs. Se tomaron muestras de sangre periférica de la vena caudal a las 0 y 48
horas después de la aplicacion de los tratamientos. El dafio cito/genotoxico se evalué mediante el ensayo
de micronacleos (MN)', la apoptosis y la viabilidad celular’. La actividad del sistema antioxidante
enddgeno se evalud utilizando kits de la marca Cayman.

Resultados. El dafio cito/genotoxico de CrOs se corrobor6d debido a que las frecuencias de MN, la
apoptosis y las células no viables aumentaron. La administracion de EGCG no modificé los promedios
de MN ni de las células apoptoticas. El tratamiento combinado de EGCG-CrO; disminuy parcialmente
las frecuencias de MN, restaurd la viabilidad celular y disminuy6 la apoptosis. Asimismo, la
concentracion de los antioxidantes endogenos y la actividad de catalasa aumentd con el tratamiento de
EGCG y el tratamiento combinado de EGCG-CrOs. Mientras que la actividad de glutation peroxidasa
disminuye en estos grupos.

Conclusion. Los resultados sugieren que la administracion de EGCG protege parcialmente el dafo
cito/genotoxico inducido por CrOs, y dado que se observd estimulacion del sistema antioxidante
endogeno es posible que esta sea la via de proteccion.

! Hayashi, et al. (1990). Mutat Res; 245. 245-249. * Garcia-Rodriguez, et al. (2013). Oxid Med Cell
Longev; 1-9.

Proyecto financiado por UNAM mediante la DGAPA PAPIIT IN219216; IN224719.
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