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RESUMEN

Dentro de los agentes que pueden dafar al ADN mediante el estrés oxidante se
encuentran los compuestos de cromo hexavalente (Cr(VI)). Sus efectos han sido
asociados con la induccién de algunos tipos de cancer. Por otro lado, se ha
propuesto que los polifenoles como la (-)-epigalocatequina-3-galato (EGCG)
presentan propiedades antioxidantes, antigenotéxicas y actian sobre moléculas
claves en la regulacion del crecimiento celular. De ahi que, en el presente estudio
se evalug el efecto antigenotoxico de la EGCG y su relacion con la apoptosis en
ratones Hsd:ICR tratados con compuestos de Cr(VI). Ocho grupos de cinco ratones
hembra fueron tratados de la siguiente manera: a) testigo, solo se administro el
vehiculo; b) EGCG, a tres grupos se les administré EGCG en diferentes dosis (8, 10
0 12 mg/kg) por via intragastrica; c) CrOs, se administré6 20 mg/kg de CrOs por via
intraperitoneal; d) combinado, a tres grupos se les administr6 la EGCG en dosis de
8, 10 o 12 mg/kg cuatro horas antes de la aplicacion del CrOs. Se realizaron
evaluaciones en muestras de sangre periférica tomadas a las 0, 24 y 48 horas
después de los tratamientos. Se corrobor6 el dafio genotdxico y citotoxico inducido
por el CrOs mediante el aumento de los promedios de MN, la relaciéon EPC/ENC y
las células no viables. La administracion sola de la EGCG no indujo dafio genotéxico
ni citotoxico. La administracion de EGCG previa al tratamiento del CrOs presentd un
efecto hormético, ya que la dosis mas baja (8 mg/kg) fue la que presentdé mayor
disminucién en los promedios de MN y no hubo apoptosis. La dosis de 12 mg/kg de
EGCG incrementd los promedios de las células no viables y apoptoéticas, sin
embargo, al combinarse con el tratamiento de CrOs redujo los promedios, sugiriendo
que podria presentar tanto actividad antioxidante como prooxidante. La dosis de 8
mg/kg de EGCG fue la que presentd la mayor proteccion contra el dafio genotoxico

y citotoxico inducido por el CrOs.




1. INTRODUCCION

Los seres vivos estamos expuestos a agentes quimicos que se encuentran en el
ambiente como los metales pesados, las radiaciones ionizantes y no ionizantes,
asbestos, dioxinas, plaguicidas, arsénicos, aflatoxinas, virus etc. Dentro de los
metales pesados, los compuestos de cromo hexavalente (Cr(VI)) han llamado la
atencion debido a su empleo en diversas industrias como la produccion de acero,
los cromados, el curtido de cueros, los conservantes de madera, entre otros (1).
Ademas, se ha observado que la exposicion ocupacional o ambiental a estos
compuestos esta asociada con algunos tipos de cancer, siendo uno de los
mecanismos de induccion el estrés oxidante (2). Por otro lado, se ha observado que,
en los paises mediterraneos, con un alto consumo de aceite de oliva, frutas,
verduras y vino, la incidencia de cancer es menor que en paises occidentales donde
no llevan este tipo de dieta, atribuyéndose estos beneficios a los antioxidantes y en
particular a los compuestos fendlicos, comunmente conocidos como polifenoles
(3,4). Se ha mostrado que, flavonoides del tipo galato como la epigalocatequina-3-
galato (EGCG) pueden disminuir el dafio al ADN, mediante la reduccién de
micronucleos (MN) y la regulacion de moléculas clave en el crecimiento celular (5).
Sin embargo, ha sido poco estudiada la relacion de la apoptosis inducida por Cr(VI),

con la proteccion antigenotoxica de la EGCG en diferentes dosis.

2. ANTECEDENTES

2.1. Genotoxicidad y mutagénesis

El genoma de cualquier organismo vivo es daflado constantemente por agentes
enddgenos y exdgenos que modifican la integridad del ADN, a pesar de los sistemas
de reparacion que eliminan las lesiones (6). Un agente genotoxico es aquel

compuesto de naturaleza quimica o fisica que puede inducir, directa o




indirectamente, alteraciones en el material genético de los seres vivos. Asi
entonces, un mutageno es un agente capaz de inducir cambios deletéreos
heredables en el ADN llamados mutaciones. Cuando los mutagenos logran dafiar
las células gonadales (6vulos y espermatozoides) se generan mutaciones que se
transmitirdn a generaciones futuras manifestandose comunmente en desérdenes
genéticos. En contraste, si las células que dafan el mutadgeno son somaticas solo
se transmitirdn de célula a célula en forma clonar, mecanismo que ocurre con el
cancer, por ejemplo (7). Para referirse a los efectos toxicoldgicos letales y
hereditarios, tanto en las células germinales como sométicas, la ciencia que estudia
esos factores y sus efectos genéticos adversos es la genética toxicologica. Su
objetivo es conocer los eventos que ocurren en los procesos de interaccion de las
genotoxinas con el ADN y la expresion del dafio genético (8). Entre los agentes a
los que estamos expuestos que pueden dafar la estructura del ADN y causar una
gran variedad de lesiones se encuentra la contaminacion ambiental, posicionada
como uno de los méas importantes problemas que afectan a la sociedad;

especificamente, la contaminacion por metales pesados (9).

2.2 Metales pesados como inductores de dafio genotdxico

De acuerdo con la tabla periodica, los metales pesados son elementos quimicos
con alta densidad (mayor a 5 g/cm?), masa y peso atémico por encima de 20, y son
toxicos en concentraciones bajas (10). Algunos de estos elementos son: arsénico,
mercurio, plomo, cromo (Cr), entre otros. Su accién negativa sobre la salud es
ocasionada al menos por dos vias; la primera, el transporte en el medio (aire, agua,
polvo y comida) y la segunda, por alterar la forma bioquimica de los elementos (11).
Varios estudios en los que se han utilizado herramientas de toxicogenomica, han
demostrado que los metales pesados son capaces de catalizar el deterioro oxidativo
de las biomoléculas (12,13). Uno de los principales mecanismos de toxicidad a nivel
molecular es por la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) debido a la
autooxidacion de metales como el ion ferroso o ion cuproso, lo que resulta en la
formacion de peroxido de hidrogeno (H202) y del radical hidroxilo (¢«OH) via reaccion

de Fenton (14). El «OH es uno de los mas reactivos que se conocen, por su
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capacidad de iniciar reacciones en cadena de radicales libres (RL) que ocasionan
modificaciones y dafio irreversible a compuestos celulares como carbohidratos,
ADN, proteinas y particularmente lipidos (15). Lo que hace téxico a los metales
pesados no son sélo sus caracteristicas quimicas, sino las concentraciones en las
que pueden presentarse, y mas importante aun, el tipo de compuesto o metabolito
qgue forman (16). Otros metales, en cambio, cumplen con una funcion fisiolégica
esencial dentro del organismo, dentro de los cuales se encuentran los metales como
zinc, cobre y manganeso, que son esenciales para la actividad superédxido

dismutasa y el control del estrés oxidante en las células (17).

2.2.1. Cromo

El Cr es un metal de transicion localizado en el grupo VI-B de la tabla periddica, con
un nimero atomico de 24 y un peso atémico de 51.996. Es el séptimo elemento mas
abundante sobre la tierra y normalmente se localiza en rocas, suelos, plantas,
animales y emisiones volcanicas. Aunque el Cr existe en estados de oxidacion que
van de -2 a +6, las formas mas estables y abundantes son las especies trivalentes
y hexavalente. El cromo trivalente (Cr(lll)) es un nutriente esencial para los humanos
y la falta de éste puede afectar el corazén y ocasionar trastornos metabdlicos y
diabetes, pero la toma en exceso también tiene sus efectos sobre la salud, como
las erupciones cutaneas (12,18). El Cr(VI) comUunmente esta presente en solucién
formando los oxianiones hidrocromato o cromatos. Dependiendo del pH existe en
forma de anién soluble en agua, el cual puede persistir en este ambiente por largos
periodos y es considerado como un contaminante importante. Los efectos téxicos
del Cr dependen de su estado de oxidacién. En el interior de la célula, la toxicidad
del Cr se relaciona principalmente con el proceso de reduccion del Cr(VI) a estados
de oxidacion inferiores (como Cr(V) y Cr(lll)). Este proceso puede ocasionar la
formacion de RL, generando estrés oxidante y en consecuencia diversos efectos
téxicos en el ADN, lipidos y en las proteinas (19). Se considera que el dafio oxidativo
al ADN es responsable de los efectos genotoxicos causados por el cromato. La
exposicion ocupacional al cromato se postula como un serio problema toxicolégico,

pues se ha demostrado que entre los efectos que causa a la salud esta el




debilitamiento del sistema inmune, dafio en los rifiones e higado, problemas
respiratorios, alteracion del material genético, malestar de estdbmago y cancer de
pulmén (11,20).

2.3. Estrés oxidante

El estrés oxidante se caracteriza por un desequilibrio entre la produccién de ERO y
la disponibilidad y accion de los antioxidantes. Se ha considerado tradicionalmente
en términos negativos debido a su asociacion con el dafio macromolecular y el
desencadenamiento de la muerte celular a través de los efectos de los oxidantes en
las vias de transduccién de sefiales (21). Aparece en las células y tejidos cuando
existe una perturbacién del equilibrio entre las sustancias prooxidantes y
antioxidantes a favor de las primeras (22). La alteracion del balance entre
prooxidantes y antioxidantes, puede tener diversos grados de magnitud. En el estrés
oxidante leve, las defensas antioxidantes bastan para restablecer dicho balance,
pero el estrés oxidante grave llega a severas alteraciones en el metabolismo celular.
Entre las alteraciones que puede provocar esta el dafio al ADN que puede causar
el rompimiento de hebra sencilla o doble; modificacion de bases, en donde, la
guanina sea la mas susceptible a oxidarse, formando, por la adicion de *OH, el

aducto 8-hidroxi-2'-deoxiguanosina (23,24).

El dafio por estrés oxidante puede ser reversible o irreversible dependiendo de
factores como la efectividad de las defensas antioxidantes, la edad del organismo,
y factores genéticos que codifican sistemas antioxidantes. La oxidacién del ADN
gue no es reparado conlleva a consecuencias bioldgicas serias como enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson y la esclerosis lateral amiotrofica debido al envejecimiento o muerte

celular y transformaciones carcinogénicas (25-27).

2.4. Especies reactivas de oxigeno y radicales libres

El oxigeno se acumuld en la atmodsfera terrestre de forma significativa hace 2,500

millones de afios, lo que posibilitd el desarrollo de la vida aerdébica en nuestro




planeta. La utilizacion del oxigeno en la respiracion celular permite obtener una
cantidad de energia mucho mayor que la que proporciona la via anaerdbica (28).
Sin embargo, la utilizacién del oxigeno por las células genera ERO las cuales son
metabolitos derivados del oxigeno. Se caracterizan por estar parcialmente
reducidos, lo que les confiere una alta afinidad para aceptar electrones de otras
moléculas, pudiendo afectar la estructura o funcion de las macromoléculas
celulares, interfiriendo asi con el funcionamiento celular (29,30). El término especies
reactivas hace referencia a moléculas muy reactivas, de las cuales se reconocen
dos clases: las de tipo RL y las de tipo no radical. Los RL son todas aquellas
especies quimicas, que en su estructura atobmica presentan un electron impar en el
orbital externo, lo que les da una configuracidbn espacial que genera gran
inestabilidad (31). Dentro del grupo de RL se encuentran: el 6xido nitrico (NO); el
radical superoxido (¢Oz), el mas abundante; el «OH, producto de la oxidacion de
moléculas organicas y resultado de multiples procesos metabdlicos, el mas toxico
entre los radicales; entre otros. Entre las moléculas de tipo no radical, se menciona
el H202, ya que es el oxidante mas estable de todos y reacciona a distancia de su

lugar de produccién (26).

En 1954 la Doctora Rebeca Gerschman sugirié por primera vez que las ERO eran
agentes toxicos y generadores de patologias, estableciendo tres postulados
bésicos:

1. Los RL constituyen un mecanismo molecular comun de dafio cuando los
animales son sometidos a altas presiones de oxigeno y a radicales
ionizantes.

2. El desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes producian los efectos
toxicos.

3. La produccién de RL es un fendmeno continuo con implicaciones en el

envejecimiento y la carcinogénesis.

Actualmente estos postulados se mantienen vigentes y son la base para multiples

investigaciones (32,33).




2.5. Evaluacion del dafio genotdxico

Las evaluaciones de dafio genotéxico no solo son indispensables para detectar
agentes genotdxicos y sus mecanismos inductores, sino también sustancias con
propiedades protectoras o moduladoras de dafio al ADN (34). Los principales

ensayos recomendados para evaluar dafio genotéxico son:

a) ensayos para evaluar mutaciones (bacterias; prueba de Ames).
b) ensayos in vitro, para evaluar dafio cromosomico (frecuencia de
aberraciones cromosomicas; células de mamifero).

c) ensayos in vivo (médula 6sea o sangre periférica; frecuencia de MN (35-37).

2.5.1 Micronucleos

La prueba de MN es un método ampliamente utilizado para la deteccidén del dafio
genotdxico, mediante la identificacion de fragmentos acéntricos y/o cromosomas
rezagados. Los MN son fragmentos de cromosomas o0 cromosomas completos, que,
por causa de agentes genotoxicos, quedan fuera del nucleo durante la division
celular. Produciendo pérdida cromosémica y adquiriendo asi, una forma
generalmente redonda o almendrada y alcanza un diametro entre 0.4 a 1.6 micras
(Figura 1) (35,38).
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Figura 1. Comparacion de la apariencia entre cariotipo y células micronucleadas. Cariotipo y
micronucleo (flecha) de peces de agua dulce (Carassius sp.) (ay d), ratén (b y €) y hamster chino (c
y f). Los micronucleos son de estructura simple independientemente de la complejidad del cariotipo
de cada especie (Tomada de Hayashi, 2016).

La técnica de MN es un ensayo in vivo que se puede realizar en cualquier tejido que
esté en proliferacion, puede ser en médula 6sea o en eritrocitos de sangre periférica
de animales donde el bazo no elimine eritrocitos micronucleados (4), sin embargo,
los eritrocitos presentan caracteristicas que le confieren ventajas para analizar. El
normoblasto ortocromatico, 5 horas después de la ultima mitosis, expulsa su nucleo
al pasar de la médula 6sea al torrente circulatorio. Al perder su nucleo, el
normoblasto ortocromatico se convierte en reticulocito o eritrocito policromatico
(EPC), que es el eritrocito joven que sale a la circulacién. Los EPC tardan

aproximadamente 48 horas para convertirse en eritrocitos maduros o eritrocitos




normocromaticos (ENC) (39). Los eritrocitos se pueden diferenciar entre ENC y EPC
utilizando diferentes colorantes como May-Gruenwald, Giemsa y naranja de acridina
(NA) (38,40).

Utilizando la técnica de tincion con NA, los MN, EPC y ENC se pueden distinguir
utilizando un microscopio de fluorescencia. Los EPC presentan color rojo por el ARN
gue aun contienen, a diferencia de los ENC que no se tifien (ya perdieron el ARN),

y los MN se tifien de color verde fluorescente por la presencia de ADN (41).

2.5.2. Apoptosis y necrosis

La muerte celular es un evento importante en el desarrollo embrionario, la
renovacion de los tejidos y el mantenimiento de la homeostasis del organismo. Este
fendmeno puede presentar apoptosis, autofagia y necrosis. La muerte celular por
apoptosis o también llamada muerte celular programada (ya que requiere de la
activacion de genes para que se lleve a cabo este tipo de muerte celular). Es una
muerte fisioldgica, que se puede presentar, ya sea porque el organismo requiera
para su desarrollo de la muerte en particular de una célula, o bien porque la célula
sufrié un dafio irreparable y muere en beneficio del organismo (42). En este tipo de
muerte, la integridad de la membrana plasmatica se mantiene intacta hasta que
comienza la formacion de cuerpos apoptéticos, cuya funcién es contener el material
celular y evitar que éste actlie como desencadenante de la muerte de otras células.
Una vez finalizada la apoptosis, otras células especializadas fagocitan los cuerpos
apoptoticos (43). Este proceso de muerte celular programada puede activarse de
forma general a través de dos vias: una via intrinseca (mitocondrial) y una
extrinseca (por receptores de muerte), que dependen directamente del origen del
estimulo de muerte (Figura 2) (44).
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Figura 2. Vias de activacién de apoptosis. Via Intrinseca a través de la mitocondria, mediante la
liberacién de citocromo, activacion de caspasa 9, formacion de apoptosoma y posterior induccién de
apoptosis a través de la caspasa 3; via extrinseca a través de receptores de membrana asociados a
dominios de muerte, activacion de la caspasa 8, y posterior induccidon de apoptosis a través de la
caspasa 3 (Tomada de Mufioz Cendales & Cuca Suérez, 2016).

Por otra parte, la necrosis es el proceso de muerte que se da cuando una célula
presenta un dafio severo y pierde, entre otras cosas, la integridad de su membrana
que la lleva a muerte por lisis. En estas circunstancias se libera el contenido celular,
lo que in vivo favorece la aparicion de procesos inflamatorios. Cuando una célula se
encuentra en estado necrético presenta hinchamiento de organulos, dilatacion del
reticulo endoplasmico, ruptura temprana de la membrana plasmatica y liberacion
del contenido citoplasmatico al espacio extracelular. (46). Se origina por una lesion
aguda, irreversible, derivada de una situacion no fisiolégica o condicion patoldgica
y que no puede ser reparada por mecanismos de adaptacion y de resistencia. Esta
se produce debido a agentes nocivos, condiciones o circunstancias determinadas,
como un aporte insuficiente de sangre al tejido (isquemia), falta de oxigeno
(hipoxia), un traumatismo, la exposicion a la radiacion ionizante, la accion de

sustancias quimicas o téxicos (47).
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El andlisis de la muerte celular puede ser llevado a cabo en sistemas in vivo e in
vitro. Existen varios métodos que permiten la adecuada diferenciacion entre la
muerte por apoptosis y necrosis. Uno de ellos es el método por tincion diferencial
con los fluorocromos NA y bromuro de etidio (BrEt). El colorante NA tiene la
capacidad de introducirse a las células, tanto viables, como no viables obteniendo
una fluorescencia verde al intercalarse dentro del ADN, o bien, una fluorescencia
roja-naranja si se une al ARN. El BrEt se introduce Unicamente a las células no
viables debido a la pérdida de integridad de la membrana plasmética, de tal manera
que puede intercalarse en el ADN dando una fluorescencia roja (Figura 3) (48).

Figura 3. Tincion con fluorocromos NA/BrEt. Células viables se tifien uniformemente de verde (A).
Células apoptéticas tempranas color verde con membrana plasmatica intacta con “puntos” internos
visibles (B). Células apoptdticas tardias se tifien de naranja-verde brillante debido a que comienza
la condensacién de la membrana y el BrEt puede ingresar a la célula (C). Células necréticas se tifien
de color naranja brillante debido a la entrada completa de BrEt en estas células (D) (Tomada de
Garcia-Rodriguez et al., 2016.)
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2.6. Proteccion de dafio genotoxico

La accion antimutagénica de un compuesto queda definida como “la caracteristica
0 accién de esta sustancia para disminuir o evitar el dafio mutacional en el ADN de
la célula” (49). Los antimutagenos pueden ser agrupados en dos grandes
categorias: los agentes bloqueadores, que impiden que los carcin6genos alcancen
0 reaccionen con los sitios diana, y los agentes supresores que previenen la

evolucion de los procesos neoplasicos (50).

Se ha descrito que dentro de los mecanismos de antimutagénesis se pueden

encontrar:

> Desmutagénesis; comprende a la actividad que se presenta en el organismo
para excretar los agentes mutagénicos, desactivarlos ya sea por medio de
mecanismos fisicos o quimicos. Inhibir su activacion enzimatica e inhibir la
entrada de éstos a la célula, asi como impedir su formacion endogena.

> Bioantimutagénesis; consisten en disminuir la frecuencia de mutaciones,
mediante la reparacion del ADN, inhibicién y control de la replicacion celular
y el control de la expresion génica (49).

En los dltimos afios se ha demostrado algunos compuestos quimicos como los
metabolitos secundarios de las plantas presentan actividad como antimutagenos,
antibioticos, pesticidas, reguladores de la division celular, entre otros (51). A Los
compuestos presentes en plantas y alimentos que pueden reducir el riesgo de
enfermedades cronicas incluyendo el cancer se les llama “quimio-protectores”. La
guimio-proteccion contra el cancer implica la utilizacion de productos naturales,
sintéticos o biolodgicos que revierten, suprimen o previenen el desarrollo de tumores.
Un grupo de gran interés en este aspecto de la quimio-proteccion al cancer, son los
polifenoles, compuestos generalmente no toéxicos que presentan una variedad de
actividades bioldgicas (antialérgicos, antiinflamatorios, antioxidantes, actividad

antimutagénica, entre otras) (52,53).
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2.7. Antioxidantes

Desde hace varios afios se ha estudiado en especifico a un grupo de compuestos
quimicos con ciertas propiedades y funciones en comudn, las cuales se han
clasificado en un grupo denominado antioxidantes. Se caracterizan por tener como
funcién primordial impedir o retrasar la oxidacion de diversas sustancias, de manera
gue interactuan con los RL y los neutralizan, lo que les impide causar dafio (54). Las
sustancias antioxidantes se han clasificado en dos principales sistemas, el sistema
enzimatico y el sistema no enzimatico; también conocidos como endbégeno y
exdgeno, respectivamente. Pueden actuar tanto en el espacio intracelular como en
el extracelular. El primer sistema de defensa correspondiente al sistema endégeno
esta basado en un complejo enzimatico de defensa que puede incluir el superéxido

dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa oxidado (49).

Un antioxidante dietético es una sustancia que forma parte de los alimentos de
consumo cotidiano y que puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas
sobre las funciones fisioldgicas normales de los humanos (57). Para proteger a la
célula en contra de los efectos de la oxidacion, los sistemas de defensa antioxidante
pueden actuar en conjunto para formar un sistema integro en donde la dieta es la
mayor fuente de antioxidantes y microelementos para la sintesis de enzimas
antioxidantes. En este sentido, se sabe que los compuestos fendlicos son los
antioxidantes mas abundantes en frutas, verduras y bebidas derivadas de algunas
plantas, las cuales actian como atrapadores de las ERO (58).

2.8. Polifenoles

En el reino vegetal podemos distinguir cuatro grandes grupos de compuestos
fitoquimicos: sustancias fenolicas, sustancias terpénicas, sustancias azufradas y
sustancias nitrogenadas (alcaloides). Los polifenoles son los que se encuentran de
forma general en todos los alimentos de origen vegetal. Son metabolitos
secundarios de las plantas que poseen en su estructura al menos un anillo

aromatico al que esta unido uno o mas grupos hidroxilo. Pueden ser divididos en
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varios subgrupos atendiendo a su estructura basica. Los flavonoides, con estructura
basica C6-C3-C6, incluyen a las antocianinas, los flavonoles y flavonas, las
flavanonas, chalconas y dihidrochalconas, las isoflavonas y los flavan-3-oles (59).
Desde el punto de vista de su actividad biolégica muchos polifenoles tienen
propiedades captadoras de RL, lo que les confiere actividad antioxidante. Se ha
reportado que inhiben las lipoproteinas de baja densidad. Estudios epidemiolégicos,
han sugerido que la ingesta de fitoquimicos y en particular polifenoles esta asociada
con la disminucion de enfermedades incluyendo las cardiovasculares, el cancer y
las neurodegenerativas (60). Existen también sustancias con actividad estrogénica
(fitoestrogenos), como las isoflavonas, los lignanos y el estilbeno resveratrol.
Mientras que otros, como los taninos, son capaces de fijar metales y proteinas, lo
que afecta a la biodisponibilidad de éstos y puede estar en el origen de algunos
efectos inespecificos (por ejemplo, antimicrobianos), o prevencion de enfermedades
neurodegenerativas (61). Los compuestos de tipo flavonoide que se encuentran
presentes en la mayoria de granos, verduras y frutas, estan jugando un papel
importante en el descubrimiento de nuevos farmacos menos toxicos. Esto se debe
a sus efectos protectores frente a algunos tipos de cancer; hecho que los ha
convertido en agentes potenciales para el tratamiento de esta enfermedad (51). Por
lo tanto, una forma de favorecer la salud es incorporar en nuestra dieta productos

naturales que presentan actividades biolégicas benéficas (62).

2.8.1. (-)-epigalocatequina-3-galato

La EGCG, es una molécula que, desde el punto de vista estructural, es un polifenol
del grupo de los flavonoides, que contiene en su estructura, mayor cantidad de
potenciales grupos funcionales (Figura 4). Se ha encontrado abundantemente en el
té verde, presente en las uvas y el vino tinto; asi como la genisteina en la soya y el
selenio en las nueces brasilefias. También, se considera que presenta efectos

benéficos, principalmente atribuido a su accion antioxidante (63).
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Figura 4. Estructura quimica de la EGCG ((-)-epigalocatequina 3-galato).

Los efectos antioxidantes de EGCG se manifiestan en la eliminacion de RL en el
cuerpo y la inhibicién de la formacién de ERO. Estudios sugieren que la EGCG
podria disminuir el riesgo de varios trastornos humanos asociados con el estrés
oxidativo (64). Capaz de alterar mecanismos epigenéticos mediante la
remodelacion de la cromatina y reactivacion de genes silenciados por su capacidad
de modificar la acetilacién y desacetilacion de histonas. Estas propiedades de los
polifenoles podrian cambiar el epigenoma de las células con cancer, aunque
actualmente son consideradas como una alternativa de prevencion (65).
Previamente Garcia-Rodriguez, et al. (66) observaron que la administracion
intraperitoneal (i.p.) in vivo de EGCG, quercetina y rutina disminuyen la induccién
de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPC-MN) tras el tratamiento con
CrOs. Estos hallazgos indican que los flavonoides ejercen efectos protectores contra
el dafio genotoxico inducido por compuestos metalicos como el Cr(VI). Se realizaron

experimentos con administracion de 10 mg/kg de EGCG por sonda antes de 20
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mg/kg de CrOs. Esta dosis de EGCG también aument6é el niumero de células
apoptoticas cuando se administré sola o junto con Cr(VI), lo que sugiere que la
induccion de la apoptosis podria contribuir a la eliminacién de células atribuidas al
dafio del ADN inducido por Cr(VI) (34).

Por otro lado, también se sugiere que la EGCG puede presentar efectos
prooxidantes significativos. Galati G, et al. (67) incub6 hepatocitos con EGCG
durante 24 horas, lo que resulté en una reduccion de la funcién de las células
hepaticas. Identifico la disminucion de lactato deshidrogenasa, un marcador de
dafio de la membrana celular, sugiriendo que la EGCG puede colapsar el potencial

de la membrana mitocondrial e inducir la formacién de ERO.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Cr(VI) es ampliamente utilizado en diferentes industrias como produccion de
acero, cromados, curtido de cueros, conservantes para madera, entre otros. Se ha
observado que la exposicidbn ocupacional o ambiental estd asociada con la
induccién de algunos tipos de cancer, siendo el estrés oxidante uno de los
mecanismos de dafio genotoxico. En contraparte, se ha observado que la
administracion de EGCG puede reducir el dafio genotoxico inducido por la
exposicion a Cr(VI). Ademés de que, este polifenol es capaz de enviar a apoptosis
a las células cancerigenas. De ahi que, es de interés estudiar el efecto dosis-
respuesta de la relacion de la apoptosis inducida por Cr(VI), con la proteccion

antigenotoxica de la EGCG.

4. HIPOTESIS

Se ha observado que la EGCG presenta propiedades protectoras contra el dafio
genotoxico, ademas de enviar a apoptosis a células cancerigenas. Sin embargo, se
han observado efectos antioxidantes y prooxidantes relacionados con la dosis
administrada. Por lo tanto, se espera que la administracion de EGCG contribuya en
la eliminacién de células con dafio al ADN mediante la induccion dosis-respuesta

de apoptosis.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar el efecto antigenotéxico de la EGCG y su relacién con la apoptosis en
ratones Hsd:ICR tratados con Cr(VI).

5.2. Objetivos particulares

1. Evaluar el efecto dosis-respuesta de la EGCG sobre el dafio genotéxico inducido

por Cr(VI), mediante el ensayo de MN en sangre periférica de raton.

2. Analizar el efecto dosis-respuesta de la EGCG sobre el dafio citotoxico del Cr(V1),
mediante la relacion de EPC/ENC y la viabilidad celular en sangre periférica.

3. Evaluar el efecto dosis-respuesta de la EGCG sobre la apoptosis, mediante la
cuantificacion de células apoptéticas tempranas y tardias en sangre periférica de

ratones tratados con Cr(VI).

4. Relacionar el efecto dosis-respuesta de la EGCG sobre el dafio genotdxico y la

induccion de apoptosis en ratones tratados con Cr(VI).
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6. MATERIAL Y METODO

6.1. Animales

Se emplearon ratones hembra de la cepa Hsd:ICR con una edad de entre 45y 60
dias, con peso variable entre 27 a 35 g. Se mantuvieron en el bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM, con temperatura ambiente controlada (22
+ 2 °C) y un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas. Los ratones tuvieron libre acceso al

agua y al alimento (Purina-México; comida para roedores pequefios).

Los criterios de evaluacion y condiciones de trabajo se establecieron con base en
los lineamientos de los programas EPA (Agencia de Proteccion Ambiental por sus
siglas en inglés), la OECD (Organizacion para la Cooperacion Econdmica y el
Desarrollo) y la FDA (Administracion de Alimentos y Droga por sus siglas en inglés)
(4,68,69). El comité de bioética de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
aprobo los protocolos experimentales en el estudio (nimero de registro: FESZ-
CE/21-118-13).

6.2. Reactivos

Los reactivos empleados en el estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St.
Louis, MO, USA). Como colorantes en la técnica de MN y apoptosis se utiliz6 NA
[CAS No. 10127-02-3] y BrEt [CAS No. 1239-45-8]. La catequina del té verde que
se utilizé fue EGCG [989-51-5] y como agente inductor de dafio al ADN se utilizé
trioxido de cromo (CrOs) [CAS No. 1333-82-0].

6.3. Tratamientos

Los tratamientos de EGCG y CrOs se prepararon en una solucion mediante su
disolucién en agua destilada estéril. Se realizaron grupos conformados al azar por

cinco ratones hembra en cada grupo y se trataron con base al protocolo que se
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muestra en la Figura 5. Al grupo testigo, se les administré sélo el vehiculo (0.25 ml

de agua destilada estéril). A tres grupos de polifenol se les administré diferentes

dosis de EGCG (8, 10 0 12 mg/kg) via intragastrica (i.g.), respectivamente. Al grupo

CrOs se administré una dosis de 20 mg/kg por via i.p., con base en los resultados

de estudios previos en los que se observé dafio genotoxico (70). A los grupos

experimentales se les administré diferentes dosis de EGCG (8, 10 o 12 mg/kg) via

i.g. previamente a la aplicacion del CrOs via i.p.

a)

b)

d)

Grupo testigo
Administracién de 0.25 ml del
vehiculo.

Grupo polifenol (EGCG)
Administracion de 8, 100 12 mg/kg
via oral.

Grupo CrOz
Administracion de 20 mg/kg via i.p.

Grupo experimental

Administracion de 8, 10 o 12 mg/kg
de EGCG via oral y 20 mg/kg de CrOs

via i.p.

< Administracion de EGCG via oral

. “% Administracion de CrQz via iLp.

e

RS
»!}’b’}

Toma de muestras para todas las evaluaciones

Figura 5.Protocolo para la administracion de tratamientos y toma de muestras.
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Se tomaron muestras de sangre periférica a las 0, 24 y 48 horas para establecer la
cinética de MN, la relacion de EPC/ENC, el analisis de la viabilidad celular,

apoptosis y necrosis.

6.4. Micronucleos

Se prepararon laminillas cubiertas con NA, con base en la técnica propuesta por
Hayashi, et al. (41). Se colocaron aproximadamente 5 pl de muestra de sangre
periférica e inmediatamente se colocé un cubreobjetos (24 x 40 milimetros). La
observacion de las muestras se realiz6 con ayuda de un microscopio de
fluorescencia con un filtro de excitacion azul y un filtro de emision amarilla. La
evaluacion del dafio genotoxico se realizé contando 4000 EPC por ratén, entre los
cuales se cuantificaron los EPC-MN. Para la evaluacion de dafio citotoxico, se

contaron 2000 eritrocitos totales por ratdn, entre los cuales se cuantificO EPC y ENC.

6.5. Apoptosis, necrosis y viabilidad celular

Las células apoptéticas se evaluaron con base al método propuesto por McGahon
et al. (48), con modificaciones por Garcia-Rodriguez et al. (71). Se evaluaron 300
células por ratén, de las cuales se cuantificaron las células viables, apoptéticas
tempranas, apoptéticas tardias y necroéticas. Para el andlisis de viabilidad se
contabilizaron Unicamente las células viables (sanas + apoptoéticas tempranas) y no

viables (apoptoéticas tardias + necroticas).

6.6. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se presentan en promedios con su desviacion estandar. Se
realizd un analisis de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Tukey empleando
el programa estadistico GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
EE. UU.) Para todos los analisis se considerd una p<0.05 como significativa.
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7. RESULTADOS
7.1 Evaluacion de microntcleos

En la Figura 6 se muestran los eritrocitos de sangre periférica tefiidos con NA. Los
EPC se tifieron y mostraron una fluorescencia naranja (Figura 6(a)), mientras que
los ENC no se tifieron, por lo que se observan como una “sombra” (Figura 6(b)). La
NA también permiti6 la identificacion de MN en eritrocitos, que se exhibié como una
fluorescencia amarilla brillante (Figura 6(c)).

ENC (b) —»

Figura 6. Microfotografia fluorescente (1000x) de células de sangre periférica. (a)Eritrocitos
policromaticos, EPC; (b)Eritrocitos normocromaticos, ENC y (c)micronucleos, MN.

En las figuras 7, 8 y 9 se muestran los promedios de MN evaluados de las O a las
48 horas con las diferentes dosis (8, 10 o 12 mg/kg de EGCG). En los grupos
tratados Unicamente con EGCG no se increment6 los promedios de MN, mientras
que el de CrOs los incremento significativamente en comparacion con el testigo.
Cuando se combinaron los tratamientos de EGCG y CrO3 (EGCG+CrOs) se observo
una reduccién significativa en los promedios de MN a las 24 y 48 horas. La mayor

reduccion se observé con la dosis de 8 mg/kg (alrededor del 60%) (Figura 7).
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a) 0 HORAS

PROMEDIO MN/1,000 EPC
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1.0+

0.5

T

0.0

b) 24 HORAS
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0.5

0.0

c) 48 HORAS
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2.0
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1.0

0.0

EGCG-10 mg/kg

Testigo
EGCG-10 mg/kg
mm CrO;
mm CrOz+EGCG-10 mg/kg

a,b

42%
a,C

Figura 2. Andlisis del efecto de la
EGCG y el CrOs sobre la frecuencia
de microntcleos. a) tratamiento con
dosis de EGCG-10 mg/kg, 0 horas;
ab b) tratamiento con dosis de EGCG-
10 mg/kg, 24 horas; c) tratamiento
43% con dosis de EGCG-10 mg/kg, 48
horas. Se evaluaron un total de 4000
a,.c EPC en cada raton (n=5
ratones/grupo). La significancia
estadistica se determind utilizando
ANOVA de una via seguido de la
prueba post-hoc de Tukey. Andlisis
por tratamiento p<0.05: @vs. testigo,
bvs. EGCG-10 mg/kg+CrOs, °vs.
EGCG-10 mg/kg.
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7.2 Evaluacion de apoptosis y necrosis

En la figura 10 se muestran células nucleadas evaluadas mediante la tincion
diferencial con NA/BrEt. En las células viables el nlucleo emite una fluorescencia
verde (Figura 10a), en las células apoptéticas tempranas el ADN ha comenzado a
fragmentarse, pero aun exhiben ndcleos verdes (Figura 10b), las células
apoptoticas tardias muestran color rojo con cromatina condensada en los nucleos

(Figura 10c) y las células necréticas se tifien uniformemente de rojo (Figura 10d).

Figura 10. Células tefiidas con NA/BrEt. Microfotografia fluorescente (400x) de células nucleadas
de sangre periférica de ratén tefiidas con NA/BrEt. a) Células viables, b) Células apoptética

temprana, ¢) Célula apoptética tardia y d) Célula necrotica.
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En las figuras 11, 12 y 13 se muestran los promedios de células apoptoéticas
evaluadas a las 0, 24 y 48 horas con las diferentes dosis (8, 10 o 12 mg/kg de
EGCQG). Los tratamientos de EGCG-8 y 10 mg/kg no modifican los promedios de
células apoptéticas al compararse con el grupo testigo. Sin embargo, la
administracion de EGCG-12 mg/kg incrementé las células apoptoticas
significativamente a las 48 horas. El tratamiento de CrOs aumenté los promedios de
las células apoptoticas significativamente en ambos tiempos de evaluacion después
de la administracion del tratamiento (24 y 48 horas). En el tratamiento de EGCG y
CrOs se observo una reduccion significativa a las 48 horas en los promedios de las
células apoptdticas comparado con el grupo CrOs. En este mismo grupo solo se
redujeron significativamente los promedios de células apoptoticas en las dosis de
EGCG-8y 10 mg/kg a las 24 horas. De manera similar a las reducciones de MN, la
dosis de 8 mg/kg de EGCG fue la que presento el mayor efecto (alrededor de 59%)
a las 48 horas (Figura 11).
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Figura 4. Analisis del efecto de la
EGCG-8 mg/kg y el CrOs sobre las
frecuencias de células apoptéticas.
(temprana y tardia) en sangre
periférica, evaluadas a las 0, 24 y 48
horas después de los tratamientos. a)
tratamiento con dosis de EGCG-8
mg/kg O horas; b) tratamiento con
dosis de EGCG-8 mg/kg, 24 horas; c)
tratamiento con dosis de EGCG-8
mg/kg, 48 horas. Se evaluaron un
total de 300 células en cada raton
(n=5 ratones/grupo). La significancia
estadistica se determind utilizando
ANOVA de una via seguido de la
prueba post-hoc de Tukey. Andlisis
por tratamiento p<0.05: avs. testigo,
bys. EGCG-8 mg/kg+CrOa.
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EGCG-12 mg/kg
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Figura 6. Andlisis del efecto de la
EGCG-12 mg/kg y el CrOs sobre las
frecuencias de células apoptéticas
(temprana y tardia) en sangre
periférica, evaluadas a las 0, 24 y 48
horas después de los tratamientos.
a) tratamiento con dosis de EGCG-
12 mg/kg, O horas; b) tratamiento
con dosis de EGCG-12 mg/kg, 24
horas; c) tratamiento con dosis de
EGCG-12 mg/kg 48 horas. Se
evaluaron un total de 300 células en
cada raton (n=5 ratones/grupo). La
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via seguido de la prueba post-hoc de
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En lafigura 14, 15y 16 se presentan los promedios de células necréticas evaluadas
en los mismos tiempos y grupos que las células apoptoticas. Se observo que en el
grupo de EGCG no se modificaron los promedios de células necroticas. Mientras
que, en el grupo de CrOs se incrementaron significativamente los promedios de las
células necréticas en comparacion con el grupo testigo en ambos tiempos de
evaluacion después de la administracion del tratamiento (24 y 48 horas). Cuando
se combinaron los tratamientos, en el grupo de EGCG+CrOs se restablecieron los
valores en los promedios de las células necréticas en comparacion con el testigo.
De manera similar a las reducciones de MN y apoptosis la dosis de 8 mg/kg de
EGCG fue la que presento6 el mayor efecto (alrededor de 86%) a las 48 horas (Figura
14).
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a) 0 HORAS )
Testigo
@ 8- EGCG-12 mg/kg
% | CI‘O3
& 6 mm CrOz+EGCG-12 mg/kg
o
S
> 47
]
(@)
L
[a)
o 2-
I}
S T
E 5 g g
b) 24 HORAS
2 87
Q
2
g 07
z
[4))]
S
> 47
6
w a
[a)
o
o 24
[a)
= 1
2 T
0
Figura 9. Analisis del efecto de la
EGCG-12 mg/kg y el CrOs sobre las
frecuencias de células necréticas
¢) 48 HORAS evaluadas a las 0, 24 y 48 horas
después de los tratamientos. a)
) 87 ab tratamiento con dosis de EGCG-12
2 ' mg/kg, O horas, b) tratamiento con
e 6 dosis de EGCG-12 mg/kg, 24 horas;
g ¢) tratamiento con dosis de EGCG-
0 12 mg/kg, 48 horas. Se evaluaron un
; | total de 300 células en cada raton
a 4 (n=5 ratones/grupo). La significancia
ﬁﬂ estadistica se determiné utilizando
S o] ANOVA de una via seguido de la
3 prueba post-hoc de Tukey. Analisis
g —|— T por tratamiento p<0.05: @vs. testigo,
& 0 bvs. EGCG-12 mg/kg+CrOs.

35



7.3 Evaluacion de larelaciéon EPC/ENC y la viabilidad celular

En los cuadros 1, 2 y 3 se muestra la relacion EPC/ENC. Estas evaluaciones se
realizaron en las mismas muestras y tiempos utilizados para MN. Los promedios de
EPC/ENC evaluados en el tratamiento solo de EGCG-8 y 10 mg/kg no resultaron
estadisticamente significativos al compararse con el grupo testigo, mientras que el
tratamiento de EGCG-12 mg/kg incrementé la relacion EPC/ENC significativamente
a las 48 horas. El tratamiento de CrOs también presentd un aumento significativo a
las 48 horas en los promedios de EPC/ENC al compararse con el testigo. En el
tratamiento combinado (EGCG+CrOs) se restablecieron los valores promedio

excepto en el tratamiento EGCG-12 mg/kg a las 48 horas.

TRATAMIENTO HORA N EPC/ENC 1000 células (2  d.e)
0 47.0+£0.5
Testigo 24 5 47.3+0.8
48 47.0+0.9
0 47.4 +0.6
EGCG-8 mg/kg 24 5 47.6+0.8
48 48.1+0.6
0 47.8+0.5
CrOs 24 5 53.2+14
48 54.2+0.8%P
0 47.3+0.9
EGCG-8 mg/kg+CrO3 24 5 48.2 +0.8
48 48.0+0.9

Cuadro 1. Relacion EPC/ENC en sangre periférica de ratones tratados con EGCG-8 mg/kg y CrOs.
Se evaluaron un total de 2000 EPC en cada ratén (n= 5 ratones/grupo). La significancia estadistica
se determiné utilizando ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-hoc de Tukey. Analisis por
tratamientos donde p<0.05: 2vs. testigo, "vs. EGCG-8 mg/kg+CrQOs, 48 horas.

36



TRATAMIENTO HORA N EPC/ENC 1000 células (2 * d.e)
0 47.0+£0.5
Testigo 24 5 47.3+£0.8
48 47.0+£0.9
0 47.1+£0.6
EGCG-10 mg/kg 24 5 47.9+0.3
48 48.0+£0.8
0 47.8+£ 0.5
CrO; 24 5 53.2+0.8
48 54.2+1.4%°
0 47.3+0.8
EGCG-10 mg/kg+Cr03 24 5 48.0+1.2
48 48.3+0.5

Cuadro 2. Relacion EPC/ENC en sangre periférica de ratones tratados con EGCG-10 mg/kg y CrOs.
Se evaluaron un total de 2000 EPC en cada ratén (n= 5 ratones/grupo). La significancia estadistica
se determing utilizando ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-hoc de Tukey. Andlisis por

tratamientos donde p<0.05: ays. testigo, |Ovs. EGCG-10 mg/kg+CrOs, 48 horas.

TRATAMIENTO HORA N EPC/ENC 1000 células (2 + d.e)
0 47.0+0.5
Testigo 24 5 47.3+0.8
48 47.0+0.9
0 47.3+0.5
EGCG-12 mg/kg 24 5 47.7+0.9
48 49.2+0.8°2
0 47.8+0.5
CrOs3 24 5 53.2+1.4
48 54.2+0.8%P
0 47.2+0.7
EGCG-12 mg/kg+CrOs 24 5 49.0+0.8
48 49.2 +0.8°

Cuadro 3. Relacion EPC/ENC en sangre periférica de ratones tratados con EGCG-12 mg/kg y CrOs.
Se evaluaron un total de 2000 EPC en cada ratén (n= 5 ratones/grupo). La significancia estadistica
se determiné utilizando ANOVA de dos vias seguida de la prueba post-hoc de Tukey. Analisis por

tratamientos donde p<0.05: 2vs. testigo, bys. EGCG-12 mg/kg+CrOs, 48 horas.
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Debido a la variabilidad en la relacion EPC/ENC observada en la hora 0, se evaluo
la viabilidad celular mediante otro método que identifica la muerte celular a través
de la integridad de la membrana. En las figuras 17, 18 y 19 se muestran los
promedios de células viables y no viables empleando la tincion diferencial con
NA/BrEt (Figura 10). Se observa que en las dosis de 8 y 10 mg/kg de EGCG no se
incrementan las células no viables, mientras que, la dosis de 12 mg/kg si las
incrementa significativamente a las 48 horas en comparacion con el grupo testigo.
En el grupo CrOs se aumentaron los promedios de las células no viables
significativamente en ambos tiempos de evaluacién (24 y 48 horas). Mientras que,
en el grupo EGCG-8 mg/kg+CrOs se restablecieron los valores promedio de las
células no viables. En los tratamientos 10 y 12 mg/kg de EGCG previos a la
aplicacion del CrOs se redujeron las células no viables en comparacion con el grupo
tratado solo con CrOgs, pero aun resultan significativas comparadas con el grupo

testigo.
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Figura 10. Andlisis del efecto de la
EGCG-8 mg/kg y el CrOz sobre las
frecuencias de células viables y no
viables en sangre periférica,
evaluadas a las 0, 24 y 48 horas
después de los tratamientos, a)
tratamiento con dosis de EGCG-8
mg/kg, O horas; b) tratamiento con
dosis de EGCG-8 mg/kg, 24 horas;
c) tratamiento con dosis de EGCG-8
mg/kg, 48 horas. La significancia
estadistica se determiné utilizando
ANOVA de dos vias seguido de la
prueba post-hoc de Tukey. Se
evaluaron un total de 300 células en
cada raton (n=5 ratones/grupo).
Andlisis por tratamiento p<0.05: avs.
testigo, Pvs. EGCG-8 mg/kg+CrOs,
¢vs. EGCG-8 mg/kg.
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8. DISCUSION

En el presente estudio se observo un efecto dosis-respuesta inverso de la EGCG
contra el dafio genotoxico y citotoxico inducidos por el CrOs. La administracion de
EGCG por si sola no indujo genotoxicidad, ya que ninguna de las dosis
administradas presentd efectos significativos en los promedios de MN. Esto
concuerda con estudios previos, en los cuales se ha encontrado que la
administracion i.g. de EGCG (2 o 6 mg/kg) presenta efectos neuroprotectores en
ratones envejecidos, sin generar dafio genotoxico (72,73). Particularmente, dosis
de 8 y 10 mg/kg de EGCG, administradas i.g. e i.p., tampoco indujeron MN al ser
evaluados en sangre periférica de ratones Hsd:ICR (5,66). El dafio genotoxico
inducido por el Cr(VI) se corrobor6 mediante el incremento en los promedios de MN
a las 24 y 48 horas después del tratamiento con CrOs. El dafio genotoxico de este
metal ha sido atribuido a la generacion de ERO y RL producidos durante su
reduccion intracelular de Cr(VI) a Cr(lll) (74). Los estados intermedios de cromo son
reactivos y participan en la produccion de ERO (75). Durante el proceso de
reduccion, también se genera el *OH mediante la reaccion de Fenton/Haber-Weiss
(74). El *OH es altamente reactivo y es capaz de danar al ADN que puede estar
relacionado con los MN observados con el tratamiento del CrOs.

Cuando se realiz6 la administracion de EGCG cuatro horas antes del tratamiento
con el CrOs se disminuyeron los promedios de MN, lo que indica que la EGCG
presenta efectos protectores o moduladores del dafio genotdxico inducido por el
CrOs. Xu, D et al. (76) respaldan el uso potencial de EGCG como agente natural
mediador del estrés oxidante, ya que la exposicion a EGCG puede facilitar la
expresion significativamente menor de un factor de transcripcién del dominio basico
de la “cremallera de leucina” que media el estrés oxidante. Garcia-Rodriguez et al.
(5,66,77) mencionan que la administracion de 8 y 10 mg/kg de EGCG por via oral
antes de 20 mg/kg de CrOs resulta en una reduccion en la frecuencia de EPC-MN
acompafnada de un aumento en el nimero de células apoptoticas y sugieren que es
posible que la mayor proteccion observada de la EGCG esté relacionada con la

dosis. El proceso podria estar involucrado en la eliminacién de células con dafio en
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el ADN inducido por Cr(VI). En este estudio, la mayor proteccién de la EGCG contra
el dafio genotdxico se observo a las 48 horas en dosis de 8 mg/kg después del
tratamiento con CrOs, reduciendo los promedios de MN en un 62%, mientras que
en la dosis mas alta (12 mg/kg) Unicamente se redujo 31%. Estos resultados
sugieren que la EGCG estaria ejerciendo un efecto hormético que implica actuar
como prooxidante, generando estrés celular. En estudios previos se ha demostrado
gue las respuestas a dosis bifasicas de tipo hormético pueden ser una caracteristica
comun de los efectos bioldgicos inducidos por el té verde (78). Si bien se ha
considerado generalmente que el EGCG muestra propiedades anticancerigenas,
Elattar et al. (79) ha identificado 6 lineas de células tumorales humanas en las que
las bajas concentraciones de catequinas como la EGCG, la epigalocatequina
(EGC), y la epicatequina galato (ECG), mejoraron la proliferacion celular, con estos
agentes actuando de manera hormética con relacién a la dosis. Otros estudios
revelan que el té verde y varios de sus componentes principales, especialmente
EGCG, inducen una amplia gama de respuestas de dosis hormética generalmente
dentro de un contexto biolégico in vitro. Se menciona que las respuestas a diferentes
dosis de EGCG estan asociadas a la proteccion de las células productoras de
insulina, la mejora de la neurogénesis y el desarrollo de la resiliencia en multiples

tipos de células (80).

La proteccion que se ha observado de la EGCG podria estar relacionada con la
apoptosis, como un mecanismo para la eliminacion de células dafiadas
genéticamente. La apoptosis, al ser una de las respuestas celulares frente al dafio
al ADN puede ser considerada como un marcador de dafio genotoxico (41,71). Las
células fueron evaluadas mediante la tincion diferencial con NA/BrEt, la cual permite
determinar si las células estan o no en apoptosis y en qué estado, temprano o tardio,
ademas de diferenciar a las células necréticas. Las células viables presentan una
membrana intacta y, por lo tanto, se aprecian de color verde fluorescente. Se
aprecian células apoptoéticas tempranas en las que el ADN ha comenzado a
fragmentarse, pero tienen membranas intactas y las células apoptoticas tardias

muestran cromatina fragmentada en los ndcleos mostrando un color rojo brillante,
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debido a que se comienza a perder la integridad de la membrana (48). En este
estudio la dosis de EGCG-8 mg/kg y la combinacion de los tratamientos (EGCG-8
mg/kg+CrOs) no indujo apoptosis. Por lo que se propone, que esta dosis de EGCG
inhibe el dafio al ADN, por lo tanto, se disminuyen las células con dafio genético
(induccién de MN) y no se incrementan las células apoptéticas. Esto concuerda con
estudios que han descrito a la EGCG como la catequina de mayor potencial
antioxidante, ya que pueden actuar como agentes preventivos y coadyuvantes en
el tratamiento de enfermedades relacionadas con el dafo al ADN (81,82). Kim HS
et al. (83) menciona que las actividades nucleares de EGCG modulan la expresion
génica al inhibir factores de dafio que generalmente van acompafiadas de un
aumento del estrés oxidativo. Previamente, dentro de nuestro laboratorio también
se encontré que la administracién sola de EGCG incrementa la frecuencia de células
apoptoticas, proponiéndose a la apoptosis como un mecanismo de proteccion,
mediante la eliminacion de las células dafiadas genéticamente (71). Por su parte, la
administracion de 10 y 12 mg/kg de EGCG si aumentd el promedio de células
apoptoticas. En estudios in vitro sobre el metabolismo de la aflatoxina B1 en tejido
de higado e intestino delgado de lechones se ha demostrado que el tratamiento de
EGCG, inhibe de manera efectiva el crecimiento de células con dafio, sin afectar el
crecimiento de las células normales (84). Smith y Dou (85) demostraron que otra de
las catequinas, la EGC inhibe el proceso de replicacion de ADN e induce la
apoptosis de células leucémicas. En el grupo tratado con CrOs el incremento de
células apoptéticas y necréticas sugiere que el cromo causa dafos irreversibles en
el ADN, el cual puede conducir a las células hacia apoptosis. Estos datos
concuerdan con observaciones realizadas in vivo por Garcia-Rodriguez et al. (5),
en donde demostraron que una dosis de 10 mg/kg de EGCG es capaz de mandar
células genéticamente dafiadas a la muerte celular. Sugiriendo que, el dafio al ADN
y la alteracién de los estados oxidantes intracelulares tienen el potencial para

desencadenar o sensibilizar una célula a la apoptosis.

Al evaluar la citotoxicidad mediante la relacion de EPC con respecto a los ENC, se
observo un incremento significativo de los EPC/ENC en el grupo tratado con CrOs
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y en el grupo tratado con 12 mg/kg de EGCG. Lo cual, pudiera ser un indicador de
gue estos tratamientos estan ocasionando un efecto citotoxico. Si bien la OECD
(69), 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 (40,86). Para corroborar la
citotoxicidad se realiz6 la evaluacion de viabilidad celular empleando la tincién
diferencial con NA/BrEt en funcion de la integridad de la membrana, modificada por
Garcia-Rodriguez et al. (71). Se observé una disminucion significativa en las células
viables del grupo tratados con CrOs, que es consistente con el aumento de células
necroticas que se observo en este grupo. Estos eventos corroboran los efectos
citotéxicos del Cr(VI) y sugieren que esta asociado con dafios en el ADN. También
se observa una disminucién de células viables en el grupo tratado con EGCG-12
mg/kg, lo cual podria indicar que la EGCG a esta concentracion esta generando
actividad prooxidante que pudiera estar causando dafio a las células. Por otra parte,
la administracion de 8 y 10 mg/kg de EGCG no modificé los promedios de células
viables, lo que sugiere que en estas dosis el compuesto no induce dafio citotéxico.
En estudio realizados por Neelima A et al. (87) se observo que la EGCG protege a
las células de la citotoxicidad inducida por metales pesados como el Pb al regular
la expresion del canal de aniones, el sistema oxidante-antioxidante e inhibe la

muerte celular neuronal.
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9. CONCLUSION Y COMENTARIOS FINALES

La administracion del CrOs induce dafio genotoxico y citotoxico, ya que
incrementa los promedios de MN, de células necréticas y no viables, ademas
de presentar efectos sobre la relacion EPC/ENC.

La administracion del CrOs presenta efectos sobre la induccion de apoptosis,
ya que incrementa las células apoptoticas.

La administracion sola de EGCG no indujo dafio genotéxico, ya que no se
incrementaron los promedios de MN. Mientras que, su administracion previa
a la aplicacion del CrOs, disminuye el dafio genotoxico.

La disminucion en los promedios de MN con los tratamientos de EGCG tuvo
un efecto dosis-respuesta inversa, que se podria asociar con un efecto
hormético, ya que la dosis méas baja (8 mg/kg) fue la que presentd la mayor
proteccion contra el dafio genotéxico inducido por el CrOs.

La dosis de 12 mg/kg de EGCG a las 48 horas, increment6 los promedios de
las células no viables y apoptéticas en comparacion con el testigo. Sin
embargo, cuando se administré en combinacion con el CrOs se redujeron, lo
gue sugiere un posible efecto prooxidante y antioxidante.

Con base en los resultados del presente estudio, se resalta la importancia
que tienen los alimentos en la salud, asi como las dosis en las que son
consumidos; siendo relevante dentro de nuestra vida diaria la ingesta de
alimentos con alto potencial antioxidante, que pudieran modular procesos

biolégicos, entre ellos la disminucion del dafio.
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