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Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por Cr (VI)

Resumen

Se realiz6 el presente estudio para investigar los efectos moduladores de los extractos de
polifenoles de té verde (P60), catequinas y kaemferol sobre el dafio genotdxico y actividad
apoptodtica inducida por el cromo hexavalente [Cr (VI)] en sangre periférica de ratones CD-1. Los
animales se dividieron en los siguientes grupos: (1) animales tratados Unicamente con el vehiculo,
(2) animales tratados con los extractos de polifenoles de té verde (30 mg/kg) a través de sonda o
via intraperitoneal, animales tratados con 500 mg/kg de catequinas por via intraperitoneal,
animales tratados con 150 mg/kg de kaemferol via intraperitoneal, (3) animales tratados con Cr
(V1) (20 mg/kg de CrOs) por via intraperitoneal y (4) animales tratados con ya sea con los extractos
de polifenoles de té verde, catequinas o kaemferol, cuatro horas previas al tratamiento con Cr (VI).
El dafio genotdxico se evalué mediante la evaluacion de micronlcleos en eritrocitos
policromaticos de sangre periférica (MN) obtenidos de sangre periférica de la vena caudal del
ratén a las horas 0, 24, 48 y 72 después del tratamiento. La induccidn de la apoptosis y la viabilidad
celular se evalué mediante la tincidn diferencial con naranja de acridina y bromuro de etidio (NA
/BrEt). Los tratamientos de ratones CD-1 con extractos de polifenoles de té verde, catequinas y
kaemferol no modificaron las frecuencias de MN. Mientras que, el tratamiento con CrO; aumento
significativamente la induccion de MN a las 24, 48 y 72 h después del tratamiento. Los
tratamientos con extractos de polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol cuatro horas
previas al tratamiento con CrOs; disminuyeron significativamente la induccién de MN en
comparacion con el grupo tratado sélo con CrOs. La viabilidad celular no se afectd en los
tratamientos con extractos de polifenoles de té verde previo al tratamiento con CrOs ni en el
tratamiento con kaemferol previo al tratamiento con CrOs; por el contrario el tratamiento con
catequinas previo al tratamiento con el CrOs si disminuye la viabilidad celular. Al realizarse el
analisis de apoptosis se observé que el tratamiento con extracto de polifenoles de té verde al igual
qgue los tratamientos con catequinas y el tratamiento con kaemferol no incrementan
significativamente el nimero de células viables apoptdticas y células no-viables apoptdticas en
comparacién con sus respectivos grupos testigo. Por su parte el tratamiento con extracto de
polifenoles de té verde previo al tratamiento con CrOs incrementa significativamente el nimero
de células viables apoptdticas. También se observd que el tratamiento con catequinas previo al
tratamiento con CrOs. Disminuye significativamente el nimero de células viables apoptéticas e
incrementa significativamente las células no-viables apoptéticas lo que sugiere que este es el
posible mecanismo de reduccion de las frecuencias de MN por parte del extracto de polifenoles y
catequinas del té verde. El tratamiento con kaemferol previo al tratamiento con CrOs; no modifica
significativamente numero de células viables apoptdticas y células no-viables apoptéticas.
Nuestros resultados apoyan los efectos protectores propuestos previamente para los polifenoles
del té verde contra el dafio genotdxico inducido por Cr (VI).
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Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por Cr (VI)

Abstract

The present study was conducted to investigate the modulating effects of green tea polyphenol
extracts (P60), catechins and kaemferol on genotoxic damage and apoptotic activity induced by
hexavalent chromium [Cr (VI)] in peripheral blood of CD-1 mice. Animals were divided into the
following groups: (1) animals injected with vehicle only; (2) animals treated with green tea
polyphenol extracts (30 mg/kg) via gavage or intraperitoneally, animals treated with 500 mg/kg of
catechins, animals treated with 150 mg/kg kaemferol; (3) animals injected with Cr (VI) (20 mg/kg
of CrOs) intraperitoneally; and (4) animals treated with green tea polyphenol extracts in addition
to Cr (VI), animals treated with catechins in addition to Cr (VI), animals treated with kaemferol in
addition to Cr (VI). Genotoxic damage was evaluated by examining micronucleated polychromatic
erythrocytes of peripheral blood (MN) obtained from the caudal vein at 0, 24, 48 and 72 h after
treatment. Induction of apoptosis and cell viability were assessed by differential acridine
orange/ethidium bromide (AO/EB) staining. Treatment of CD-1 mice with green tea polyphenol
extracts, catechins and kaemferol led to no significant changes in the average number of induced
MN. However, CrOs treatment significantly increased MN induction at 24 and 48 h post-injection.
Treatment with green tea polyphenol extracts, catechis or kaemferol prior to CrOs injection led to
a decrease in MN induction compared to the group treated with CrOs only. The average number of
apoptotic cells was increased at 48 h post-treatment compared to control mice, suggesting that
apoptosis could contribute to eliminate the DNA damaged cells (MN) induced by Cr (VI) when
green tea polyphenol extracts were administered prior to CrOs injection. Our findings support the
proposed protective effects of green tea polyphenol extracts against the genotoxic damage
induced by Cr (VI). Cell viability was not affected by treatment with extract of green tea
polyphenols prior to treatment with CrOs neither by treatment with kaemferol prior to treatment
with CrOsin contrast the treatment with catechins prior to treatment with CrO; decreases the cell
viability. When apoptosis analysis was performed was observed that treatment with extract of
green tea polyphenols as well as treatments with catechins and kaemferol do not significantly
increase the number of apoptotic cells and non-viable versus apoptotic cells with their respective
control groups. While the treatment with extract green tea polyphenols prior to treatment with
CrOs significantly increased the number of apoptotic cells viable. We also observed that treatment
with catechins prior to treatment with CrOs significantly reduces the number of apoptotic cells
viable and significantly increases apoptotic cells non-viable,suggesting that apoptosis is the
possible mechanism for reducing the frequencies of MN by the extract green tea polyphenols and
catechins. Treatment with kaemferol prior to CrO; injection no modify the number of viable
apoptotic and viable non-apoptotic cells. Our results support the previously proposed protective
effects of green tea polyphenols against genotoxic damage induced by Cr (VI).
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Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por Cr (VI)

1. Introduccion

En la actualidad las poblaciones humanas nos encontramos expuestas a numerosos
xenobidticos debido a factores como el crecimiento demografico, los avances en la
industria y en la tecnologia. La exposicién a estos agentes puede representar severos
riesgos para la salud humana. Se ha estimado que la dieta humana esta relacionada con la
induccion y prevencidn de algunos tipos de cancer. En 1981 Doll y Peto publicaron los
resultados de un estudio de correlacién entre los factores de exposicidon y la muerte
inducida por cancer, ellos observaron que alrededor de una tercera parte de los canceres
humanos estan relacionados con la dieta. A partir de estos datos, diversos investigadores
empezaron a estudiar las propiedades de los componentes de la dieta humana, y
encontraron que esta constituida tanto por sustancias con actividad mutagena y
cancerigena, como por sustancias capaces de contrarrestar o inhibir estos efectos (Ames,
1983; Renner, 1990; Block, 1992; Surh y Ferguson, 2003).

Por otra parte, estudios epidemioldgicos muestran que existe una relacién inversamente
proporcional entre el consumo de vegetales con respecto a la incidencia de enfermedades
crénico-degenerativas como lo son algunos tipos de cancer (Ferguson, 1994). De abhi,
surge el interés de realizar investigaciones encaminadas a estudiar el posible efecto
protector o modulador del dafio al ADN, para lo cual se han empleado sustancias
derivadas de plantas. Con estos estudios ademds de conocer los mecanismos de
proteccion, también se pueden generar estrategias para la prevencion y el tratamiento de
determinadas enfermedades relacionadas con el dafio al material genético, lo que genera
grandes expectativas en materia de salud publica (Garcia-Rodriguez y Altamirano-Lozano,
2007).

Dentro de los componentes de la dieta con potencial antimutdgeno y anticancerigeno, las
frutas y los vegetales fueron los primeros componentes que han llamado la atencién para
su estudio como posibles agentes protectores del daifo al ADN esto debido a que estan
constituidos por sustancias con propiedades antioxidantes tales como los citricos que
contienen altas cantidades de vitamina C y vegetales rojos y amarillos como zanahorias y
jitomates que contienen principalmente beta carotenos. Los antioxidantes son sustancias
gue a bajas concentraciones con respecto al sustrato oxidable (proteinas, lipidos,
carbohidratos y ADN) presentan la propiedad de inhibir o disminuir significativamente las
alteraciones oxidativas a nivel molecular sobre el sustrato (Thomas, 1994; Gonzales et al.,
2000; Venereo, 2002).
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Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por Cr (VI)

1.1. Antioxidantes

Un antioxidante puede capturar a los radicales libres (RL), prevenir la formacion vy
dispersion de estos, sacrificando su integridad molecular protegiendo asi del dafio a
biomoléculas como las proteinas, azucares, 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. Segun su origen los antioxidantes se pueden clasificar
en: a) Enddgenos; son aquellos que son sintetizados por la misma célula y b) Exdgenos;
son los que provienen del exterior del organismo comunmente consumidos en los
alimentos (Gonzales et al., 2000; Venereo, 2002).

Se ha propuesto que el inicio de la prevencion del dafio al material genético derivado del
estrés oxidante, radica en el consumo de agentes quimicos naturales que disminuyen o
inhiben la actividad mutagénica o carcinogénica de los compuestos. Las evidencias
obtenidas a partir de estudios epidemioldgicos y pruebas realizadas en diferentes
laboratorios, sugieren que los alimentos consumidos contienen compuestos que pueden
desempeiiar un papel importante en la disminucién del dafio al ADN. Aunque los
mecanismos de accion de muchos de ellos alin no se conocen, algunos tiene propiedades
antioxidantes y pueden atrapar radicales generados durante el metabolismo celular o los
producidos por los mutagenos (Sandler, 1996).

1.2. Polifenoles y flavonoides

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas con capacidad antioxidantes
que constituyen uno de los grupos de metabolitos secundarios mas numerosos de las
plantas. Son indispensables para su fisiologia y proteccién participando en diferentes
etapas de su ciclo de vida. Los polifenoles constituyen una fraccién muy importante en la
dieta humana, por lo que en afios recientes han cobrado un valor significativo, pues
mediante numerosas investigaciones se les han atribuido efectos benéficos frente al
desarrollo de enfermedades relacionadas al estrés oxidante (como algunos tipos de
cancer, enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y ateroesclerosis), ademas
de que se ha encontrado que los polifenoles poseen propiedades antiinflamatorias,
antivirales, antibacterianas, antimicrobianas, antitrombéticas y antialérgicas (Martinez et
al., 2002; Escamilla et al., 2009; Granado, 2010).
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Los polifenoles incluyen desde compuestos altamente polimerizados hasta moléculas
simples con un anillo fendlico en su estructura. Hasta hace unos cuantos afios se habian
descrito poco mas de 8000 polifenoles distintos que suelen clasificarse en diferentes
grupos segun el nimero de anillos fendlicos que contienen y el sustituyente unido a estos
anillos. Son moléculas que incluyen a los alcoholes fendlicos, dcidos fendlicos, polimeros
fendlicos (comunmente conocido como taninos), y flavonoides. La figura 1 muestra la
clasificaciéon de los polifenoles segin Cadenas y Paker, 2002 (Leibovitz y Mueller, 1993;
Bravo, 1998; King y Young, 1999; Martinez et al., 2002; Escamilla et al., 2009; Granado,
2010).

Los acidos fendlicos se caracterizan por tener un anillo aromatico central como en el caso
del acido cindmico, hidroxibenzoico e hidroxicindmico. Existe una gran variedad de fenoles
acidos distribuidos en productos de origen vegetal como la curcumina (presente en le
curry y la mostaza) y el acido cafeico, ferulico y clorogénico (presentes en las frutas,
granos de café y soya). Los polimeros fendlicos son compuestos de alto peso molecular,
tales como los taninos condensados. Actualmente se sabe que los polifenoles son capaces
de proteger al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la contaminacidon ambiental, sustancias quimicas presentes en los alimentos,
etc. El organismo humano no puede producir estas sustancias, por lo que deben
obtenerse mediante la alimentacién o en forma de suplementos (Cadenas y Packer, 2002;
Drago et al., 2006; Granado, 2010).

Los flavonoides, acidos y alcoholes fendlicos, son los grupos mas abundantes de
polifenoles en los alimentos. Aunque los habitos alimenticios son muy diversos en el
mundo, el valor medio de ingesta de flavonoides se estima como 23 mg al dia, siendo la
quercetina el predominante con un valor entre 16 y 19 mg/dia. La cantidad de estos en los
alimentos puede ser afectada por la temperatura, luz, patégenos, procesamiento,
maduracién entre otros factores. Son pigmentos naturales presentes en las plantas como
glucédsidos, existen diferencias en la composicion de estos pigmentos entre los diferentes
tipos de plantas, e incluso entre las diferentes partes de la misma planta (Martinez et al.,
2002; Cadenas y Packer, 2002; Granado, 2010).
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Figura 1. Clasificacion de los polifenoles segun Cadenas y Packer, 2002.

Los flavonoides fueron aislados por Szent-Gyorgy en 1930, quien fue ganador del premio
Nobel. Son constituyentes importantes de la parte no energética de la dieta humana, y se
encuentran en frutas, vegetales, semillas y algunas bebidas como el vino y la cerveza.
Hasta el momento se han identificado mas de 5000 flavonoides distintos que estan
conformados por dos anillos fenilos (A y B) ligados mediante un anillo pirano (C), lo que
deja un esqueleto de difenilpiranos que son caracteristicos de los flavonoides (figura 2)
qgue son los que confieren su potente actividad antioxidante (Martinez et al., 2002;
Escamilla et al., 2009).
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Figura 2. Estructura bdsica de los flavonoides.

Los flavonoides se agrupan en antocianinas y antoxantinas. Las antocianinas son glicésidos
de antocianidina, y son el grupo mas importante de pigmentos vegetales solubles en agua,
los responsables de los colores rojo, azul y purpura de las flores y las frutas. Los
antoxantinas son incoloros o amarillo, e incluyen a los flavonoles, flavanoles, flavonas,
flavanos, e isoflavonas (ver figura 1) (Cadenas y Packer, 2002).

Los flavonoles son los flavonoides mas ampliamente distribuidos, y los mds comunes son
la quercetina, kaemferol y miricetina. Los flavanoles catequina y epicatequina se
presentan cominmente en combinacién con acido gdlico como epigalocatequina galato o
epicatequina galato. Se encuentran principalmente en el té y en el vino tinto. Las
isoflavonas se encuentran casi exclusivamente en la familia de las leguminosas,
particularmente en la soya, en los que la genisteina y la daidzeina son los principales
isoflavonas (ver figura 1) (Cadenas y Packer, 2002).

Los flavonoides presentan un amplio espectro de actividades bioquimicas, asi como
propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombdticas, antialérgicas,
antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes. Se estima que la mayoria de sus
actividades podrian estar relacionadas con propiedades antioxidantes. Estas actividades
incluyen: La inhibicidn de los procesos de oxidaciéon (eliminacién de radicales y la
qguelacién de iones metdlicos). Aunado a esto, también se ha observado que inhiben
enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2; al
mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas propiedades antioxidantes, como la
catalasa y la superéxido dismutasa (Rice—Evans et al., 1996; Van Acker et al., 1996;
Catapano, 1997; Aviram et al, 1998; De Groot et al., 1998; Sudheesh, et al., 1999;
Escamilla et al., 2009).
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Para que un polifenol actie como un antioxidante debe satisfacer dos condiciones basicas:

e Estar presente en baja concentracién en relacién al sustrato a ser oxidado, ya que
asi puede retrasar o prevenir la auto-oxidacion o la oxidacién mediada por RL.

e El| radical resultante formado después de la captura debe ser estable para
interrumpir la reaccién en cadena de la oxidacion (Cadenas y Packer, 2002).

La capacidad antioxidante de los polifenoles se debe principalmente a que contienen en
su estructura quimica un nimero variable de grupos hidroxilo fendlicos que les confieren
propiedades de quelacion de hierro y otros metales de transicion, por lo tanto la
inhibicidn de las reacciones de Fenton y el ciclo de Haber-Weiss, son fuentes importantes
para los radicales de oxigeno activos. Los flavonoides son eficaces secuestradores de
radicales hidroxilo (¢OH) ROO, y del anién superdxido (0O,-°) (Afanas’ev et al.,, 1989; Bors
et al., 1990; Cheng y Breen, 2000; Cadenas y Packer, 2002; Jomova y Valko, 2011).

La capacidad secuestrante de RL de los polifenoles deriva de que su potencial de
reduccion es menor que la de los radicales peroxilo (RO0O), alquilo y superdxido (O27), por
lo que resulta en la inactivaciéon de los RL. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, tales
como altas concentraciones de antioxidantes fendlicos, un pH elevado, o la presencia de
iones de hierro, los antioxidantes fendlicos puede iniciar un proceso de auto-oxidacién y
se comportan como pro-oxidantes, en lugar de los antioxidantes (Shahidi et al., 1992;
Cadenas y Packer, 2002).
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1.3. Antioxidantes del té verde

El té (Camellia sinensis) después del agua es la bebida mas popular en el mundo ademas,
de una importante fuente de flavonoides de la dieta (Dufresne y Farnworth, 2001). Es por
ello que diversos grupos de investigaciéon se han dedicado a estudiar las propiedades
fisicoquimicas, toxicoldgicas y bioldgicas de los flavonoides presentes en el té, asi como
sus efectos antioxidantes (Cabrera et al., 2006; Chacko et al., 2010).

Si las hojas del té recién cosechadas se inactivan por exposicién al calor del vapor de agua
para evitar la oxidacion enzimatica, se obtiene el té verde. Las hojas frescas del arbol del
té contienen una alta cantidad de compuestos con gran actividad antioxidante, a este
grupo se le conoce como flavanoles (derivados de los flavonoides), que incluye a las
catequinas y a sus formas polimerizadas (Vinson et al., 1995; Vinson, 2000; Valenzuela,
2004; Cabrera et al., 2006).

Las principales catequinas presentes en el té son la epicatequina (EC), la epigalocatequina
(EGC), la epicatequina galato (ECG), y la epigalocatequina galato (EGCG), (figura 3) siendo
esta Ultima la catequina mds abundante en el té verde (Graham, 1992; Vinson, 2000;
Valenzuela, 2004; Cabrera et al., 2006).

OH
I OH 5/0'4 &OH OH
‘o @ HO. O oH HO. 0L oSy HO. @ 02NN, on
o el v e
oH

OH 0 OH
(1) epicatequina (EC) (-) epicatequina galato (ECG) () epigalocatequina (EGC) {-) epigalocatequina galato {EGCG)

{+) catequina (GC) (+) galocatequina (GC)

Figura 3. Estructura quimica de las principales catequinas encontradas en el té verde
(Modificada de Zaveri, 2006).
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Cuando las catequinas tienen contacto con las polifenol oxidasas, como ocurre cuando se
enrollan las hojas del té para la produccién del té oolong y del té negro, la oxidacion
produce estructuras diméricas y poliméricas de los flavanoles dando origen a las
teaflavinas y a las tearrubiginas, que son los derivados que le aportan el color y sabor
caracteristico al té negro. Ademas de los flavanoles, el té, particularmente el verde,
contiene también una pequeia cantidad de flavonoles como la quercetina, la miricetina,
el kaemferol y sus glucosidos. De esta forma, el té verde, el oolong y el té negro tienen el
mismo origen pero diferente procesamiento. El grado de oxidacién (también llamado de
fermentacion) serd determinante en el tipo de componentes activos del té y en la
proporcidn en que estos se encuentren en el producto final. En la figura 4 se muestran las
estructuras quimicas de los principales flavonoles encontrados en el té verde y el cuadro 1
muestra como porcentajes los flavonoides presentes en el té. Aproximadamente un 76%
del té que se consume en el mundo es negro, un 22% es té verde y menos de un 2% es
oolong (Balentine et al., 1997; Cadenas y Packer, 2002; McKay y Blumberg, 2002; Higdon y
Frei, 2003; Valenzuela, 2004).

H H
OH
OH
HO fe)
HO F o y = | | OH
AN OH
e |
OH
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kaemferol a
oH
OH
HO o)
= | | OH
” OH
OH
miricetina

Figura 4. Estructura de los principales flavonoles encontrados en el té verde.
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Cuadrol. Porcentaje por peso seco de flavonoides presentes
en el té (Tomada y modificada de Hodgson y Crof, 2010).

total de flavonoides 15-25 15-25
total de catequinas 12-18 2-3
EC 1-3 <1
ECG 3-6 <1
EGC 3-6 <1
EGCG 9-13 1-2
flavonoles 3-2 1-2
theaflavinas <1 4
otros polifenoles 2-4 7-15

La importancia como antioxidante de estos flavonoides puede medirse con la ayuda de los
valores obtenidos con el ensayo equivalente Trolox de capacidad antioxidante (ensayo
TEAC). Dentro del ensayo TEAC la quercetina tiene uno de los valores mas altos por ello se
le considera como uno de los mejores antioxidantes (Cadenas y Packer, 2002).

Se ha observado que los polifenoles del té verde tienen efecto inhibidor sobre el tamafio
de tumores en piel, cuando se expone a ratones (con y sin pelo) a radiacién UVB y UVA
(Wang et al., 1992; 1994; Cadenas y Packer, 2002). Recientemente, en nuestro grupo de
trabajo se observd que la administracidon por via oral (intragdstrica y ad libitum) de té
verde a ratones reduce el dafio genotdxico inducido por metales pesados (Garcia-
Rodriguez et al., 2012). Resultados de estudios en ratas, ratones y hamster muestran que
el consumo de té protege del desarrollo de cancer de piel, pulmdn, estémago, boca,
esofago, duodeno, rifion, pancreas, higado, mama y colon (Katiyar y Mukhtar, 1996;
Dreosti et al., 1997; Ahmad et al., 1997; Koo y Cho, 2004; Chacko et al., 2010). Del mismo
modo Shim et al., en 1995 observaron que el consumo de té verde entre fumadores
cronicos puede reducir el incremento de biomarcadores del dafio oxidativo tales como el
incremento de intercambio de cromatidas hermanas (ICH) y la micronucleacion de
linfocitos. Por otra parte un estudio ha mostrado que el consumo de extractos de té verde
también incrementan la actividad de la superéxido dismutasa en el suero y la expresion de
catalasa en la aorta; estas enzimas estdn implicadas en la proteccidn celular contra las
especies reactivas de oxigeno (ERO’s) (Negishi et al., 2004).
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1.3.1. Efectos de los polifenoles del té verde

Las propiedades antioxidantes de los polifenoles presentes en el té verde, consisten
fundamentalmente en la captura del radical ROO y Oy, que estan implicados en el inicio
de la cadena de peroxidacion lipidica, la progresién del ciclo celular, ademas de poseer
propiedades antimutagénicas, antialérgicas, y de induccidon de apoptosis. Los polifenoles
presentan propiedades sobre la regulacion del crecimiento celular y la induccion de
enzimas de destoxificacion. (Cadenas y Packer, 2002; Martinez et al., 2002; Escamilla et
al., 2009).

Por otra parte se ha observado que los polifenoles del té verde inhiben in vitro de manera
selectiva a la enzima ciclooxigenasa (COX), que es una enzima constitutiva,
particularmente la COX-Il (enzima inducible, especialmente por sustancias identificadas
como pro-carcindgenos), por lo cual los polifenoles ejercen un efecto inhibidor en el
desarrollo de ciertos tipos de cdncer, como el cdncer de colon (Katiyar et al., 1992;
Needleman e Isakson, 1998; Valenzuela, 2004).

Se ha encontrado que los polifenoles del té son capaces de inhibir in vitro la formacidon de
nitrosaminas, un grupo formado por la activacién metabdlica de productos de la
combustién del tabaco, presentes en el humo que aspira el fumador y aquellos que lo
rodean (Hecht y Hoffmann, 1998). También son capaces de inhibir la transformacién de
las aminas heterociclicas que son poderosos agentes carcinogénicos, formadas durante el
proceso de sobre-coccién de la carne (asado) (Katiyar y Mukhtar, 1996).

Las enzimas hepdticas que participan en la fase Il de detoxificacion de xenobidticos, como
la Glutation S Transferasa promueven la excrecién de sustancias carcinogénicas, evitando
asi su efecto inductor de procesos tumorales. El té verde y sus polifenoles producen una
sobre-expresion de la Glutation S Transferasa, aumentando su cantidad en higado vy
facilitando asi el proceso de detoxificacidon de xenobidticos, particularmente de aquellos
con actividad carcinogénica (Parkinson, 1996; Chen et al., 2000; Valenzuela, 2004).
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1.3.2. Efectos de las catequinas

Los compuestos polifendlicos presentes en mayor cantidad en el té verde son las
catequinas (EGCG, ECG, EC y GC). Son compuestos incoloros, que contribuyen a la
amargura y astringencia de té verde. Una tipica racion de té verde (preparada con 2 g de
hojas de té) proporcionara 150-200 mg de flavonoides de los cuales el 30% (60 mg) son
catequinas (Harbowy y Ballentine, 1997).

Diversos estudios han mostrado que presentan propiedades que inhiben la toxicidad, la
proliferaciéon celular, la progresidon del ciclo celular, asi mismo poseen propiedades
antimutagénicas, antialérgicas, e inductoras de apoptosis. De las catequinas la EGCG
parece ser la mas eficaz, pues se ha observado que inhibe la liberacién de histamina,
mientras que la CG y ECG, presentan una inhibicion moderada y la EC al parecer no tiene
efectos. La efectividad de EGCG puede estar relacionada con su mayor disponibilidad en la
célula (Cadenas y Packer, 2002).

En estudios, empleando cultivos celulares, se ha observado que las catequinas y
quercetina pueden presentar efectos moduladores de la expresidn génica, la proliferacion
celular, el proceso de apoptosis, entre otros. De igual forma, el tratamiento con flavanoles
y flavonoles en ratones expuestos a rayos gamma, reduce significativamente la formacién
de MN en reticulocitos (Shimoi et al., 1994; Cadenas y Packer, 2002).

En estudios in vivo mostraron que las catequinas del té verde aumenta la actividad
antioxidante total en plasma (Skrzydlewska et al., 2002; Yokozawa et al., 2002; Chacko et
al., 2010). Ademas son capaces de inhibir el crecimiento de células humanas de cancer de
estdmago, (linea celular KATO l1lI) e inducen apoptosis (Hibasami et al., 1998; Cadenas y
Packer, 2002). Se ha observado que al alimentar a ratas con una dieta alta en proteinas
(suplementando esta con una mezcla de catequina o EGCG) estas excretan menos
metilguanidina, en la orina, un marcador indirecto de dafio renal por el radical eOH
(Yozokawa et al., 1992).

En otro estudio, se ha observado que la suplementacién con 1% de catequinas en la dieta
de ratas, reduce el dafio oxidante inducido por dietas altas en grasas poliinsaturadas.
Estos estudios indican que la reduccion del dafio oxidante puede ser una consecuencia del
consumo de los flavonoides particularmente catequinas (Nanjo-Honda et al., 1993).
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Ademas, se ha mostrado que la ingestién de las catequinas del té verde puede aumentar
la oxidacién de grasas durante el ejercicio entre 3% y 7%, (alrededor de 250-600 kJ/dia).
Este aumento en la oxidacidon de grasas podria contribuir a los efectos benéficos a largo
plazo de las catequinas del té verde sobre el peso corporal (Takashima et al., 2004;
Venables et al., 2008). Un estudio en Japdn refiere que el consumo de catequinas puede
mejorar la disfunciéon endotelial periférica, al eliminar los RL en hombres fumadores
(Oyama et al., 2010). Por otra parte Elmes et al., 2001, observaron que estos compuestos
del té verde reducen el potencial invasivo de células de melanoma humanas por la
orientacién de los receptores COX-2, PGE2 y el epitelio mesenquimal de transicién.

1.3.3. Efectos del kaemferol

El kaemferol es un flavonol, que ha sido aislado del té verde, asi como de brdcoli, uvas, col
de Bruselas, endivias y manzanas (Park et al., 2006), y es el compuesto que confiere el
color caracteristico a las flores de Acacia decurrens y Acacia longifolia. Es altamente
soluble en agua, en éter etilico y en etanol. Existen estudios que revelan que los flavonoles
del té verde como el kaemferol, pueden reducir el riesgo de cancer pancreatico. En un
estudio realizado con pacientes voluntarios en la Universidad de California, se observo
que los participantes que ingerian frutas y bebidas con alto contenido de polifenoles,
mostraban un menor desarrollo del cancer de pulmén. Por lo que se sugirid que los
flavonoides fueron los que inhibieron este efecto particularmente las catequinas,
kaemferol y quercetina (Cui et al., 2008).

También se ha encontrado que tienen efecto antiproliferativo en diferentes lineas
celulares entre las que se encuentran células de cancer colon, de melanoma humano y
células de cancer de prostata (Lee et al., 1998; Casagrande y Darbon, 2001; Knowles et al.,
2000; Li et al., 2009). Este flavonol ejerce un efecto antiproliferativo sobre la linea celular
de cancer de mama MDA-MB-453, sobre la cual actia mediante la interrupcién del ciclo
celular y puede inducir apoptosis a través de la fosforilacion de p53 (Choi y Ahn, 2008). En
modelos murinos, se ha encontrado que puede ser un agente quimiopreventivo en el
cancer colorrectal, y su accion es comparable a la de irinotecan, el farmaco de primera
linea utilizado en el tratamiento de este tipo de cdncer (Nirmala y Ramanathan, 2011).

Carvente Juarez Megumi Monserrat | 17



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por Cr (VI)

Asimismo se realizd un estudio que da a conocer una respuesta sinérgica y aditiva entre
los dos flavonoles mds comunmente ingeridos, quercetina y kaemferol, sobre la
proliferacion celular en las lineas intestinales humanas Caco-2 y hutus-80 y en la linea
celular de carcinoma de mama PMC42, mostrando asi que una combinacién de kaemferol
y quercetina, es mas eficaz en la reduccidn de la proliferacion de células cancerigenas que
al aplicarse solamente quercetina o kaemferol (Leigh-Ackland et al., 2005).

1.4. Estrés oxidante

La oxidacién es un proceso de pérdida de electrones (e’) siempre asociado a otro de
captacién que llamamos reduccion, estas reacciones son muy importantes, debido a que
los seres vivos obtienen la mayor parte de su energia a partir de ellas, sin embargo cuando
existe un exceso de oxidacién aparece el estrés oxidante (EOx), el cual se define como el
desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de ERO’s y RL, que
provocan dafo oxidante a las macromoléculas (lipidos, proteinas, carbohidratos y acidos
nucleicos) y que no puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes de defensa
encargados de eliminar dichas especies quimicas, y que alteran los procesos celulares
(funcionalidad de las membranas, produccién de enzimas, respiracién celular, etc.)
(Roche, 1997; Elejalde, 2001; Ramos, 2006).

El EOx, se produce durante las reacciones metabdlicas, mientras las células del organismo
transforman los alimentos en energia especialmente en situaciones de hiperoxia, ejercicio
intenso e isquemia y también por exposicion a determinados agentes externos como las
radiaciones ionizantes o luz ultravioleta, contaminacién ambiental, humo del tabaco,
drogas antitumorales, algunos productos quimicos carcinogénicos, pesticidas, diversos
medicamentos etc. Esto trae como consecuencia alteraciones de la relacién estructura-
funcidon en cualquier drgano, sistema o grupo celular especializado; por lo tanto se
reconoce como mecanismo general de dafio celular, asociado a multiples enfermedades
(Gonzales, et al., 2000; Elejalde, 2001; Venereo, 2002).
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1.4.1. Especies reactivas y radicales libres

El oxigeno es un compuesto esencial en el metabolismo de todos los organismos aerobios,
pues participa en diversas reacciones de oxidacion, incluyendo la respiracién. Durante los
procesos bioldgicos en los que se encuentra involucrado el oxigeno molecular este se
reduce, dando origen a las llamadas ERO’s, las que en su mayoria son RL. Un RL es una
especie quimica (molécula o atomo) que presenta al menos un e no apareado en su
orbital externo. La mayoria de los RL son en extremo reactivos y tienden a asociarse
“apareando” el electrén libre. Los radicales derivados del oxigeno son altamente toxicos y
son capaces de reaccionar con diversas moléculas organicas, provocando en ellas diversas
alteraciones estructurales, que conducen a alteraciones de tipo funcional, y de esta
manera la fisiologia de las células y por consecuencia la de los organismos, se ve afectada.
El estudio de los RL ha permitido relacionarlos directamente con el desarrollo de diversas
enfermedades de tipo neurodegenerativo (Alzhaimer, Huntington, Parkinson etc.), con la
carcinogénesis, y con el envejecimiento (Bunker, 1992; Gonzales et al., 2000).

1.5. Genotoxicidad

La genotoxicidad es la capacidad relativa de un agente de ocasionar dano en el material
genético, originando efectos bioldgicos adversos. Por “material genético” no sdélo se
entiende al ADN, sino también a todos aquellos componentes celulares que se encuentran
relacionados con la funcionalidad y comportamiento de los cromosomas dentro de la
célula. Los agentes capaces de ocasionar toxicidad genética son llamados genotdxicos o
xenobidticos y se clasifican en tres categorias de acuerdo a su origen: quimicos, fisicos y
bioldgicos y de acuerdo a su modo de accién o efectos en mutagenos, carcinégenos o
teratégenos, dando lugar a tres tipos de procesos: mutagénesis, carcinogénesis Yy
teratogénesis. La accidon o capacidad de inducir dafio de estos xenobiédticos estd influida
por la dosis recibida, el tiempo y via de exposicidn, junto a la constitucion genética del
individuo (Hodgson, 2004; Abrevaya, 2008). Los agentes genotoxicos alteran el ADN ya sea
uniéndose directamente a éste o actuando en forma indirecta mediante la afectacion de
las enzimas involucradas en la replicacién del ADN. Como consecuencia de ello, pueden
producirse mutaciones celulares que circunstancialmente pueden derivar en una
transformacién cancerosa. Sin embargo, es necesario aclarar que un agente genotdxico no
es necesariamente cancerigeno aunque, la mayoria de los cancerigenos son también
genotoéxicos (Hernandez, 2010).
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1.5.1. Dano oxidante al ADN

Los RL al colisionar con una macromolécula, la oxidan al sustraerle un e y provocan que

pierda su funcién especifica en la célula, dicho dafo puede causar oxidacion a las

macromoléculas. A nivel de organulos, se ha observado que las mitocondrias son

sumamente sensibles a la presién oxidativa, lo que se refleja en cantidades elevadas de

oxidacion en lipidos y proteinas, y en mutaciones del ADN mitocondrial (Gonzales et al.,
2000; Ramos, 2006).

El dafio celular producido por las ERO’s en diferentes macromoléculas:

Lipidos. Aqui se produce el mayor dafio en un proceso gue se conoce como
peroxidacién lipidica, afecta a las estructuras ricas en 4cidos grasos
poliinsaturados, ya que se altera la permeabilidad de la membrana celular
produciéndose edema y muerte celular. Puede ser desencadenado por el oxigeno,
el oxigeno singulete (*0,), el peréxido de hidrégeno (H,0,) y el radical eOH.

Proteinas. Hay oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina,
histidina y metionina; ademds se forman entrecruzamientos de cadenas
peptidicas, y por ultimo hay formacién de grupos carbonilos.

Acido desoxirribonucleico (ADN). Ocurren fenédmenos de mutaciones vy
carcinogénesis, hay pérdida de expresion o sintesis de una proteina por dafio a un
gen especifico, modificaciones oxidativas de las bases, deleciones,
fragmentaciones, interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos
cromosomicos y desmetilacién de citosinas del ADN que activan genes. El dafio se
puede realizar por la alteracion (inactivacién/pérdida de algunos genes supresores
de tumores que pueden conducir a la iniciacion, progresiéon, o ambas de la
carcinogénesis). Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por un
simple cambio en una base critica de la secuencia del ADN (Gonzales et al., 2000;
Venereo, 2002).
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1.5.2. Agentes inductores de daiio genotdxico

La contaminacion ambiental siempre ha existido, pues es inherente a las actividades
humanas; sin embargo, en los afios recientes se ha debido prestar mayor atencién, ya que
han aumentado la frecuencia y gravedad de los incidentes ocasionados por la
contaminacién en todo el mundo y cada dia hay mas pruebas de sus efectos adversos
sobre el ambiente y la salud, pues la exposicion de un organismo a altas cantidades de
contaminates o bien por periodos prolongados, resulta en un dafio directo sobre el
material genético. Estos agentes pueden ser fisicos, quimicos o bioldgicos. Los agentes
guimicos son de los mas estudiados ya que las poblaciones humanas nos encontramos
expuestas en mayor cantidad de este tipo de agentes, desde el empleo de estas sustancias
en el lugar de trabajo, hasta la exposicidon de aditivos de la alimentacidn; sin embargo, la
salud también puede ser afectada indirectamente por la deposiciéon de contaminantes
atmosféricos en el ambiente y la absorcién por las plantas y animales, resultando en
productos quimicos que entran en la cadena alimentaria o estdn presentes en el agua
potable, por lo que constituyen otras fuentes de exposiciéon humana (Flores et al., 1995).

1.5.3. Metales pesados

La tabla periddica incluye alrededor de 70 elementos metalicos, y de ellos 59 pueden ser
considerados “metales pesados” un término generalmente colectivo, que se aplica al
grupo de metales y metaloides con una densidad atémica mayor que la de el hierro (Fe)
(55.85 g/mol) o cinco veces mayor que la del agua. Sin embargo, con esta definicion se
excluirian metales con pesos atdmicos menores que el del Fe y que con frecuencia pueden
ser metales contaminantes, como el vanadio (V) (50.94 g/mol), manganeso (Mn) (54.93
g/mol), cromo (Cr) (52.01 g/mol) y a otros que realmente no son metales como arsénico
(As), fldor (F) y fosféro (P) (Duruibe et al., 2007).

Por lo que un metal pesado tiene muy poco que ver con su densidad pero mucho con sus
propiedades quimicas, por ello, resulta mejor hablar de “elementos traza”, dejando claro
que la mayoria de los contaminantes inorganicos son “metales pesados” (Duruibe et al.,
2007; Galan y Romero, 2008).
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El término “ elementos traza” se refiere a aquellos componentes naturales de la corteza
terrestre y pueden ser considerados como micronutrientes, ya que muchos de ellos son
esenciales para el crecimiento y desarrollo de plantas y animales, desempefiando un papel
importante al ser fundamentales para la correcta funcionamiento de procesos
bioquimicos y fisioldgicos, tal es el caso del hierro (Fe), cadmio (Cd), zinc (Zn), arsénico
(As), vanadio (V) cobre (Cu) y cromo (Cr); sin embargo estos componentes en
concentraciones elevadas pueden ser considerados contaminantes y peligrosos para la
salud de los seres vivos (Newman y Mclntosh, 1991; Duruibe et al., 2007; Ferré-Huguet et
al., 2007; Galan y Romero, 2008).

En general todos los elementos traza son toxicos si se ingieren o inhalan en cantidades
altas y durante largos periodos de tiempo (Plant et al., 2001). Dichos datos han convertido
a estos elementos en un tema actual tanto en el campo ambiental como en el de salud
publica. Estos actuan como potentes toxicos, llegando a provocar dafio genotdxico y
teratégeno dependiendo de las dosis absorbidas asi como la via por la cual ingresaron al
organismo y la naturaleza quimica del metal. En funcién de los niveles a los cuales se
detecten, pueden llegar a ser téxicos, e incluso cancerigenos. La EPA (US Environmental
Protection Agency) incluye en la lista de contaminantes prioritarios los siguientes trece
elementos traza: antimonio (Sb), arsénico (As), berilio (Be), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre
(Cu), mercurio (Hg), niquel (Ni), plata (Ag), plomo (Pb), selenio (Se), talio (Tl) y zinc
(zn)(EPA 1998).

El Cr y sus compuestos son de los metales mas estudiados en la actualidad, pues tienen un
amplio uso a nivel industrial. Particularmente algunos compuestos de este metal presenta
efectos teratogenos y genotéxicos evaluado mediante diferentes ensayos tanto in vivo
como in vitro (Newman y Mcintosh, 1991; Ferré-Huguet et al., 2007).

1.5.4. Compuestos de Cr (VI)

El Cr es un metal traza de color gris, tiene como numero atdmico 24 y su peso molecular
es de 52.01 g/mol, pertenece a las primeras series de los elementos de transicidén. Posee
diferentes estados de oxidacion (lI, Ill, IV, V y VI) siendo los mas comunes son lll y VI. Es un
metal encontrado en la naturaleza como Cr (0) y Cr (lll), formando aleaciones con otros
metales con mayor frecuencia en su estado lll, aunque los compuestos de Cr (VI) también
son encontrados pero en pequefias cantidades (Quality Guidelines, 2000).
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Los niveles de Cr en el suelo varian segun el drea y el grado de contaminacién a partir de
fuentes antropogénicas. Pruebas sobre suelos han mostrado concentraciones de Cr que
van desde 1 a 1000 mg/kg, con una concentracién media que oscila entre 14 a 70 mg/kg.
En el aire el nivel de Cr (lll y VI) es generalmente bajo con concentraciones entre 0.01 y
0.03 pg/m3 sin embargo las emisiones producidas al quemar carbdn y petrdleo, asi como
la produccion de acero pueden aumentar los niveles de este metal, es por ello que en las
industrias estas concentraciones se pueden elevar a varios cientos de pg/m?
representando importantes riesgos para la salud humana y principalmente para el
personal que labora en estas industrias. Los compuestos de Cr se utilizan como
catalizadores en la sintesis del amoniaco, en la fabricacién de aceros al cromo y aceros
inoxidables, curtido de cuero, pigmentos de cromo, industrias cementeras, aleaciones con
cromo, en cromado galvanizado, entre otros usos industriales, es por ello que las
poblaciones humanas nos encontramos expuestas tanto a Cr (lll) como a Cr (VI), (EPA
1998; Air Quality Guidelines, 2000; Dayan y Paine, 2001).

El Cr (1ll), si bien se encuentra de forma natural en el ambiente o como residuo industrial;
se acepta que es un elemento esencial para los humanos (Mertz, 1967), pues es necesario
para llevar acabo mecanismos fisioldgicos como catalizar la accion insulinica sobre lipidos,
azucares y proteinas. Estudios en animales de experimentacién y en humanos han
establecido el papel esencial del Cr lll con una ingesta que va desde 50-200 pg/dia, tal
ingesta por via oral no representa un problema de toxicidad. La “World Health
Organization” (WHO) estima que la ingesta minima diaria requerida, para mantener un
metabolismo adecuado es, de aproximadamente 33 pg/dia (Hambidge, 1974; World
Health Organization, 1996; Air Quality Guidelines, 2000; ATSDR, 2000; O’Brien et al., 2003;
Depault et al., 2004; Ferré-Huguet et al., 2007; Mertz, 2009; Kristen et al., 2010).

Por otra parte, las formas de Cr (VI) se encuentran ligadas a oxigeno, por lo que son
consideradas fuertes oxidantes, y tienen efectos altamente téxicos. Es sabido que tanto
animales como humanos incorporan a su organismo pequefias cantidades de Cr por via
aérea, ademas de que la mayoria de estos compuestos ingresan al organismo a través de
los alimentos y el agua. En el cuadro 2 se muestran los niveles de consumo diario de Cr
por diferentes rutas de exposicidn en humanos y la figura 5 se muestra las principales
rutas de exposicién humana al Cr (lll) y Cr (VI) (Norseth, 1981; Newman y Mclintosh, 1991;
CDPC, 1992; Air Quality Guidelines, 2000; ATSDR, 2000; Dayan y Paine, 2001; Depault et
al., 2004; Ferré-Huguet et al., 2007).
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Cuadro 2. Niveles de consumo diario de cromo por diferentes rutas de exposicion
en humanos (Tomada y modificada de Air Quality Guidelines, 2000).

productos alimenticios <200 pg <10 ug
agua potable 0.8-16 pug <1pg

aire <1000 ng <5ng

via dfrmica via respiratoria via oral
‘ ‘ tracto Gl

sangre
plasma RBC
Cr (VI)
cr(in)

otros drganos

heces

rindn

medio para monitoreo Gl: gastrointestinal
bidlogico RBC: reticulocitos

O érganos blanco

Figura 5. Vias de exposicion a Cr (Modificada de Clarkson et al., 1988).
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Se ha encontrado que un gran numero de compuestos de Cr (VI) representan una mayor
amenaza para la salud humana debido a que han mostrado ser mutagénicos o
clastogénicos. Por ejemplo un estudio realizado en linfocitos de personas laboralmente
expuestas a estos compuestos encontré una prevalencia elevada de aberraciones
cromosOmicas (AC) e ICH los cuales son ensayos para la evaluacién de la genotoxicidad.
Ademas de cambios oxidativos en proteinas y la formacién de aductos, ocasionando desde
sensibilizacidn alérgica hasta la formacién de tumores (Air Quality Guidelines, 2000).

Los compuestos de Cr (VI) producen rupturas de hebras de ADN, enlaces cruzados y
modifica nucledtidos como es 8-hidroxiguanina, indicador de formacién de radicales del
oxigeno. Sin embargo estas reacciones no ocurren en ausencia de agentes reductores,
estas son intermediadas por agentes altamente reactivos (RL) como es el Cr (V) y Cr (IV)
formados durante la reduccion de Cr (VI) a Cr (lll) en la célula y son principales
responsables de la genotoxicidad descrita para estos compuestos de Cr (VI) (figura 6)
(Dayany Paine, 2001; Kristen et al., 2010).

Se ha descrito que el arbol bronquial es el principal 6rgano afectado por los efectos
cancerigenos de Cr (VI). La inhalacion representa gran preocupacion con respecto a la
exposicidn a estos compuestos, pues recientemente se ha determinado que estos son un
componente de los cigarrillos producidos en Estados Unidos, con una concentracién que
varia desde 0.24 hasta 6.3mg/kg (Air Quality Guidelines, 2000; Dayan y Paine, 2001;
O’Brien et al., 2003; Kristen et al., 2010). También se ha comprobado que atraviesa la
placenta representando un alto riesgo para la salud reproductiva. Es sabido que los
compuestos de Cr (VI) tienen efectos carcindgenos esto tanto en animales de
experimentacion como es estudios epidemiolégicos realizados en humanos que han sido
expuestos a estos compuestos en su lugar de trabajo. La evidencia actual sobre los efectos
genéticos derivados de la exposicion a compuestos de Cr (VI) parece suficiente para
concluir que estos son capaces de inducir mutaciones en humanos (EPA, 1998;Air Quality
Guidelines, 2000; Dayan y Paine, 2001).
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1.5.4.1. Mecanismos de induccién de dafio genotdxico del Cr VI

Se ha descrito que el mecanismo de induccion de dafio de los metales ocurre a nivel de la
membrana celular, donde afectan tanto a los fendmenos de permeabilidad, asi como a las
reacciones enzimaticas implicadas en el transporte. Este mecanismo esta directamente
relacionado con la produccién de ERO’s y RL, generados durante las reduccion intracelular
del Cr (VI), ya que al ingresar este facilmente a la célula debido a que se encuentra
comunmente presente en coordinacién tetraédrica y por lo tanto emula fosfatos y
sulfatos bioldgicos, puede ser facilmente tomada a través de los canales para la
transferencia de los aniones isoeléctricos e isoestructurales en la célula o bien mediante el
proceso de fagocitosis en caso de los cromatos insolubles y posteriormente es reducido a
Cr (V), Cr (IV) y finalmente a Cr (lll). La figura 6 muestra de forma general la via de acceso
del Cr (VI) a la region intracelular y las principales rutas implicadas en las lesiones
genéticas (Valko et al., 2006; Jomova y Valko, 2011).

Se sabe que las formas reducidas del Cr (VI), se acumulan y reaccionan con moléculas
organicas, desencadenado alteraciones en el metabolismo célular, EOx y dafio genotdxico,
pues se conduce a la formacion de mono-aductos Cr-ADN, entrecruzamientos de ADN y
aductos ternarios. Los agentes reductores importantes para la reduccion del Cr VI,
incluyen al ascorbato y compuestos sulfidrilo, ademas de compuestos como la cisteina y el
glutatidn ver figura 6. Ademas durante el proceso de reduccion del Cr VI, en el que se
generan ERO’s estas pueden reaccionar en colaboracion con el radical *OH ocasionado
reacciones toxicas que pueden dafiar a las proteinas, ocasionar la peroxidacién lipidica
gue dana al ADN mediante el rompimiento de sus cadenas asi como la induccién de dafios
cruzados (Gémez y Callao, 2006; Valko et al., 2006; Navarro et al., 2007; Nickens et al.,
2010; Jomova y Valko, 2011).
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Figura 6. Principales rutas involucradas en las lesiones en el ADN, ocasionadas por el Cr (VI)

(Modificada de O Brien et al., 2003).

El mecanismo mds importante de activacion de oxigeno por metales de transicidn,
involucra el ciclo de Haber-Weiss donde se genera el radical *OH. Cuando el Cr (VI) entra
en la célula, el glutatidon forma rapidamente un complejo con este, seguido de una lenta
reduccion del Cr (VI) a Cr (V) (figura 7b). Una vez formado el Cr (V) este es capaz de
reaccionar con H;0; a través de la reaccion de Fenton para formar un radical *OH, el cual
es capaz de causar daio al ADN. El ion ¢O, también es capaz de reducir el Cr (V1) a Cr (V),

lo que puede catalizar la descomposicion de H,O; produciendo el radical *OH (Shi y Dalai,
1992; Navarro et al., 2007).
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a) H,0, + Fe?* > Fe3* + OH +°OH
*OH + H-R » R*+Hy0
b)
NAD(P)H 0,
HO cr(v)

NAD(P)H oxidasa

H.O Cr (V1)

NAD(P) * ¢ '\

03

Figura 7: a) reaccion de Fenton; b) ciclo de Haber-Weiss y reaccion de Fenton para el Cr (VI)
(Tomado de Shi y Dalai, 1992).

1.6. Ensayos para la evaluacion del dafio genotoxico

De forma general los ensayos de deteccién del dafio genotdxico se agrupa dependiendo
del dafio a evaluar:

e Mutaciones Génicas: estas se refieren ya sea a la sustitucién de pares de bases,
adiciones o deleciones y en algunas ocasiones pueden llegar a tener consecuencias
graves como la inactivacion de genes. Estas mutaciones son detectables mediante
técnicas de secuenciacion de ADN.

e Alteraciones en la Integridad del ADN: son lesiones premutagénicas, como lo es la
formacién de aductos, ligamentos cruzados intra e interbanda y rompimientos de
una o ambas cadenas. Para estas alteraciones existe compensacion pues pueden
ser reparadas enzimdaticamente. Las alteraciones en la integridad del ADN pueden
ser detectadas mediante electroforesis unicelular en condiciones alcalinas y por
determinacidn de aductos de ADN.
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e Aberraciones Cromosémicas (AC): estas se suelen clasificar a su vez en
aberraciones estructurales que involucran a las translocaciones, inversiones,
deleciones y duplicaciones, que provocan diversas enfermedades genéticas e
incluso pueden llegar a ser mortales; se habla de aberraciones numéricas cuando
se trata de aneuploidias y poliploidias estos cambios en el material genético la
mayoria de las veces ocasionan la muerte en las etapas tempranas del desarrollo.
Ambos casos son detectables a partir de un examen de cariotipo (Strickberger,
1988; Pierce, 2005).

1.6.1. Micronucleos

El ensayo de MN ha sido recomendado para la evaluacién genotdxica en la “International
Conference on Harmonization of Genotoxicity Guidelines” (ICH4), “Enviromental Protection
Agency” (EPA), “Food and Drug Administration” (FDA) y la “International Agency for
Research on Cancer” (IARC). Este ensayo tiene como objetivo identificar sustancias que
causan dafio citogenético, provocado por clastogénesis o aneuploidogénesis, ademas es
capaz de detectar la rotura o pérdida cromosdémica, permitiendo identificar el dafio
citogenético asociado a la frecuencia de AC. La técnica fue desarrollada por Schmid y
Boller en 1970, y originalmente fue propuesta para practicarse en medula &sea;
posteriormente, la técnica se ha instrumentado en una gran variedad de tejidos y
especies. (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000).

Los MN son pequeiios fragmentos de cromosomas o cromosomas completos que se
forman espontdneamente o por causa de agentes que rompen cromosomas (agentes
clastogenos), su forma es generalmente redonda, con un diametro que varia desde 0.4 a
1.6 micras. Su formacién se basa que cualquier fragmento cromosémico que no posea
centrédmero no podrd integrarse a un nucleo esto ocurre durante la anafase. Después de la
telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que posean centrémeros,
dan origen a los nucleos de las células hijas; sin embargo, los elementos rezagados
(fragmentos o cromosomas completos), quedan incluidos en el citoplasma de las células
hijas, y una proporcion de ellos se transforma en uno o varios nucleos secundarios. Tales
nucleos son mucho mas pequefios que el nucleo principal, y de ahi su nombre de
“micronucleos” en la figura 8 se observan un esquema general de los mecanismos de
formaciéon de MN (Mavournin, 1990; Krishna y Hayashi, 2000).
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Figura 8. Mecanismos de formacion de MN.

Los MN pueden ser evaluados en diferentes tipos celulares, por ejemplo: mieloblastos,
mielocitos, médula dsea de ratdn (eritrocitos) o en eritrocitos de sangre periférica, células
binucleadas (linfocitos) inducidos mediante citocalacina B, asi como células uroteliales y
exfoliadas de la mucosa oral y nasal, de igual manera se han realizado estudios en
eritrocitos de higado y de sangre periférica fetal (Schmid y Von Ledebur, 1973; Heddle et
al., 1983; Krishna y Hayashi, 2000).

En las células eritroides se distinguen claramente a los eritrocitos jovenes o eritrocitos
policromdticos (EPC) y los maduros o eritrocitos normocromaticos (ENC), pues los EPC,
todavia contiene ARN, son basodfilos y el nucleo principal es expulsado; si un MN se ha
formado permanece en el citoplasma anucleado. Los EPC con el tiempo pierden el ARN y
se conviertene en ENC mas pequefios que los EPC y son aciddéfilos. Partiendo de esto los
eritrocitos se pueden diferenciar en EPC y ENC utilizando diferentes colorantes como May
Gruenwald, Giemsa y NA (Schmid y Von Ledebur, 1973; Hayashi et al., 1990).
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1.7. Apoptosis y necrosis

La muerte celular en los tejidos de los organismos es un hecho natural y no produce
alteraciones de las funciones, por el contrario, la cantidad de células en los tejidos esta
determinada por un balance homeostatico entre la proliferacion de las células nuevas y la
muerte de las células no funcionales, existiendo una tasa o ritmo de relacidon
proliferacion/muerte que varia de un tejido a otro. Existen dos tipos de muerte celular una
es la que se produce como consecuencia de una lesién celular masiva conocida como
necrosis, y la otra es la apoptosis que es un mecanismo controlado de muerte celular
(Elena, 2002).

La necrosis ocurre de manera aguda, por una forma no fisioldgica, mediante una agresién
gue causa lesién en una porcidén importante del tejido. Este proceso es desencadenado
por toxinas, hipoxia severa, agresién masiva y cualquier otra condicién que genere
disminucién de ATP, esto crea cambios histolégicos como la desorganizacion vy lisis del
citoplasma, con dilatacién del reticulo endoplasmatico y las mitocondrias, disolucion de la
cromatina y pérdida de la continuidad de la membrana citoplasmatica. El ADN es
fragmentado al azar. Debido a la perdida de la integridad de la membrana celular, el
contenido del citoplasma es vertido al espacio extracelular, produciendo la atraccion de
células inmunes en el area, lo que genera el proceso de inflamacién, en el cual los restos
celulares son eliminados por fagocitosis de inmigrantes (Elena, 2002).

La apoptosis fue descrita por Kerr en 1970, es un proceso altamente selectivo, que regula
el desarrollo normal y la homeostasis de los organismos multicelulares, importante tanto
en condiciones fisioldgicas, como la destruccién programada en el desarrollo embrionario
para terminar de formar los tejidos y en condiciones patoldgicas como la muerte celular
inducida por un quimioterapéutico en un proceso canceroso (Elena, 2002; Sosa et al.,
2012).

Uno de los propdsitos de la apoptosis a nivel celular es la auto-desintegracion de células
innecesarias o senescentes. Sin embargo también es considerado un mecanismo de
eliminacion de dafio celular irreparable que de otra forma podria alterar el estado de
salud de todo el organismo (Elena, 2002; Sosa et al., 2012).
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Histoldgicamente la apoptosis se caracteriza por la condensacién de los componentes del
citoplasma, con grandes brotes en la membrana celular y la condensacion de la cromatina
que lleva a la formacion de cuerpos apoptéticos. Este proceso se lleva a cabo en células
aisladas dentro del tejido. El ADN es fragmentado en fracciones de 185 pares de bases o
multiplos, mientras la membrana celular permanece intacta. Luego el cuerpo apoptética
es fagocitado por células vecinas sin generar proceso inflamatorio. En la figura 9 se
observa la morfologia de la necrosis y de la apoptosis (Norbury y Hickson, 2001; Elena,
2002; Squier y Cohen, 2002; Sosa et al., 2012).

Célula Normal

Necrosis i

y (5;.\_‘:\"0 Apoptosis
o — o
- \\5\/} { verpos
Apoptoticos
3
Fagocito

Figura 9. Morfologia de la necrosis y la apoptosis. A la izquierda, el proceso de necrosis muestra
el edema, la pérdida de integridad de la membrana celular y la salida de los organelos
intracelulares al espacio exterior. A la derecha, el proceso de apoptosis muestra integridad de la
membrana después de la membrana celular condensacion de la cromatina y los cuerpos
apoptoticos que contienen organelos (Tomada de Elena, 2002).
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Bioguimicamente el proceso de apoptosis implica una cascada de sefializacién que
conduce a dichos cambios histoldgicos, donde la mayoria de las via apoptoticas convergen
en una cascada comun de cistein-proteasas (caspasas). Las caspasas son centrales al
mecanismo de la apoptosis ya que son tanto iniciadoras como ejecutoras del proceso
(Elena, 2002; Sosa et al., 2012).

Existen dos via que pueden llevar a apoptosis: induccidn positiva o externa por un ligando
unido a receptores especificos de la membrana plasmatica y la induccion negativa o
interna que ocurre por pérdida de la actividad supresora de mecanismos intracelulares. La
induccién positiva involucra ligandos que por una porcion intracelular del receptor
transducen al interior una sefial; esa porcion es llamada dominio de muerte. La induccion
negativa se produce por perdida de la actividad supresora a cargo de una familia de
proteinas especificas que estan relacionadas con la mitocondria. El cuadro 3 muestra las
diferencias entre el proceso de apoptosis y el de necrosis (Elena, 2002; Sosa et al., 2012).

Cuadro 3. Diferencias entre los procesos de necrosis y de apoptosis

Estirnul Agresién masiva, toxinas, Condiciones fisioldgicas y
stimulo
anoxia, caida de ATP patoldgicas sin caida de ATP
Requerimientos de . )
, Ninguno Dependiente de ATP
energia
o ) Condensacion de la
Lisis del citoplasma y i
i . cromatina, cuerpos
Histologia organelos. Se da en sectos L.
.. apoptoticos.
de tejido , .
Se da en células aisladas.
L Fragmentos de 185 pares de
Ruptura del ADN En tamanos irregulares L
bases o multiplos.
. . Intacta, con alteraciones
Membrana plasmatica Lisis
moleculares
Fagocitosis de las o ., .
) Fagocitosis inmigrantes Células vecinas
células muertas
Reaccion tisular Inflamacion Sin inflamacién
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2. Planteamiento del problema

Las poblaciones humanas nos encontramos expuestas a diversos xenobidticos como son
los metales pesados. Entre ellos, los compuestos de Cr (VI) llaman la atencién para su
estudio debido a que son ampliamente utilizados en diferentes industrias. A los estos
compuestos, se les ha asociado con el desarrollo de algunos tipos de cancer y se ha
observado que son capaces de inducir dafio genotdxico, mediante la generacién de ERO’s
y RL durante su reduccién intracelular a Cr (lll). En contraparte, recientemente ha surgido
el interés de estudiar sustancias que puedan proteger o contrarrestar el dafio al ADN
inducido por el EOx. Dentro de la dieta humana se encuentran varios componentes que
presentan propiedades antioxidantes, principalmente en frutas y vegetales, asi como en
bebidas como el té verde, cerveza, vino tinto entre otras. Entre los compuestos con mayor
poder antioxidante se encuentran los polifenoles del té verde. Es por ello que resulta
interesante estudiar in vivo, los efectos de extractos polifendlicos del té verde (P60), y en
particular sus catequinas y flavonoles (kaemferol) sobre el dafio en el material genético
inducido por agentes que generan EOx, como lo son los compuestos de Cr (VI).

3. Hipotesis

Se ha observado que los compuestos de Cr (VI) son capaces de atravesar la membrana
celular y reducirse a Cr (lll) generando ERO’s y RL que interaccionan con macromoléculas
como el ADN, lipidos y proteinas. Por su parte los polifenoles del té verde presentan una
gran capacidad antioxidante. Por lo que, en el presente estudio se espera que la
administracion previa de antioxidantes del té verde (extractos de polifenoles, catequinas y
kaemferol) a ratones tratados con compuestos de Cr (VI) reduzca el dano genotodxico y
citotoxico producido por el compuesto metalico cancerigeno (CrOs).

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de los antioxidantes del té verde (extracto de polifenoles de té verde
[P60], catequinas y kaemferol) sobre el dafio genotdxico y citotdxico inducido por Cr (VI),
mediante la evaluacion de MN y de apoptosis en ratones de la cepa CD-1 tratados con
Cr03.
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4.2. Objetivos particulares

e Establecer la dosis de los antioxidantes del té verde (extracto de polifenoles de té
verde, catequinas y kaemferol) que no inducen dafio genotdxico ni citotdxico,
mediante la evaluacién de MN en EPC de sangre periférica de ratén y de la relacién
de EPC con respecto a los ENC, asi como de la viabilidad celular en leucocitos de
sangre periférica de ratén.

e Establecer la dosis genotodxica y citotoxica del CrOs, mediante la evaluacién de MN
en EPC de sangre periférica de ratén y la evaluacion de la relacion de EPC con
respecto a los ENC, asi como la viabilidad celular en leucocitos de sangre periférica
de raton.

e Evaluar el efecto de los antioxidantes del té verde (extracto de polifenoles de té
verde, catequinas y kaemferol) sobre el dafio genotéxico inducido por Cr (Vl),
mediante la evaluacion de MN, en EPC en de sangre periférica de ratén.

e Evaluar el efecto de los antioxidantes del té verde (extracto de polifenoles de té
verde, catequinas y kaemferol) sobre el dafo citotdxico inducido por Cr (VI),
mediante la evaluacion de la relacién de EPC con respecto a ENC, y de la viabilidad
celular en leucocitos de sangre periférica de ratones tratados con CrOs.

e Evaluar la apoptosis en leucocitos de sangre periférica de ratones tratados con los
antioxidantes del té verde (extracto de polifenoles de té verde, catequinas y
kaemferol) y con CrO; empleando la técnica de tincion diferencial con NA/BrEt.

e Evaluar el efecto del tratamiento con los antioxidantes del té verde (extracto de
polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol) previa a la administraciéon de CrOs
sobre la induccidn de apoptosis en en leucocitos de sangre periférica de ratén
empleando la técnica de tincidn diferencial con NA/BrEt.
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5. Material y método
5.1. Animales

Este estudio se emplearon ratones macho de la cepa CD-1 de 2 a 3 meses de edad, con
peso entre 30 y 40 g, provenientes del laboratorio Harlan de La Facultad de Quimica de la
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), los cuales se mantuvieron durante
dos semanas en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores “Zaragoza”, UNAM para
su adaptacion. Los ratones tuvieron libre acceso al agua y al alimento (nutricubos Purina).
Las condiciones de temperatura, humedad y circulaciéon de aire se mantuvieron
controladas al igual que el fotoperiodo, con 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.

Los criterios de evaluacion y condiciones de trabajo fueron establecidos con base a los
lineamientos de los programas de la GENOTOX, la EPA, la “European Center for
Ecotoxicology of Chemicals” (ECETOC) y la FDA (Heddle et al., 1983; EPA, 1984; Mavournin
et al., 1990; Hayashi et al., 1994; FDA, 2000).

5.2. Reactivos

Los reactivos manejados en este estudio se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis,
MO, USA). Colorante naranja de acridina (NA) [CAS N° 10127-02-03]; Bromuro de Etidio
(BrEt) [CAS N° 1239-45-8]; Extractos de polifenoles de té verde, estos extractos se
obtuvieron de una marca comercial conocida como Polyphenon 60 (P60) [CAS N° 138988-
88-2]; catequinas [CAS N° 225937-10-0]; kaemferol [CAS N° 520-180-3]; y CrOs [CAS N°
133-82-0].

5.3. Tratamientos

Los extractos de polifenoles de té verde, catequinas, kaemferol y CrOs fueron preparados
mediante su disolucién en agua destilada estéril. Una vez preparados los reactivos se
administraron inmediatamente en un volumen de aproximadamente 0.25 ml por ratén de
acuerdo a cada protocolo. Los grupos a tratar fueron de cinco ratones cada uno. Los
protocolos se planteardn de acuerdo a los lineamientos propuestos por las agencias
reguladoras FDA, EPA e IARC para pruebas de genotoxicidad.
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Para cubrir los objetivos se realizaran los siguientes protocolos:

Protocolo 1. Efecto de la administracion del extracto de polifenoles de té verde (P60), via
i.g. sobre el dano genotodxico inducido por CrO;

Cada grupo contd con un total de cinco ratones machos de la cepa CD-1. Un grupo fue
empleado como grupo testigo por lo que se le tratdé Unicamente con el vehiculo. Otro
grupo de ratones fue tratado con una sola dosis de 30 mg/kg de extracto de polifenoles de
té verde, por via i.g. mientras que un grupo mas fue tratado con una sola dosis de 20
mg/kg, por via i.p. de CrOs, otro grupo fue tratado con una sola dosis de 30 mg/kg de
extracto de polifenoles de té verde, por via i.g. cuatro horas previas a la administracion de
20 mg/kg, por via i.p. de CrOs. El tiempo de administracion del CrOs fue considerado como
la hora 0. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica cada 24 horas desde
la hora O hasta la hora 72 para la evaluacién de la genotoxicidad y citotoxicidad mediante
la evaluacion de MN en EPC de sangre periférica de ratén (ver figura 10).

Protocolo 2. Efecto de la administracion del extracto de té verde, via i.p. sobre el daio
genotoxico inducido por CrO3

Cada grupo conté con un total de cinco ratones machos de la cepa CD-1. Un grupo fue
empleado testigo por lo que se le tratd unicamente con el vehiculo. Otro grupo de ratones
fue tratado con una sola dosis de 30 mg/kg de de extracto de polifenoles de té verde, por
via i.p. mientras que un grupo mas fue tratado con una sola dosis de 20 mg/kg, por via i.p.
de CrOs, un ultimo grupo mas fue tratado con una sola dosis de 30 mg/kg de de extracto
de polifenoles de té verde, por via i.p. cuatro horas previas a la administracion de 20
mg/kg, por via i.p. de CrOs. El tiempo de administracion del CrOs fue considerado como la
hora 0. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica cada 24 hora desde la
hora 0 hasta la hora 72 para la evaluacion de la genotoxicidad y citotoxicidad mediante la
evaluacion de MN en EPC de sangre periférica de ratén. Posteriormente se tomaron
muestras de sangre periférica a la hora 48, para la evaluacion de la viabilidad celular e
induccidén de apoptosis (ver figura 11).
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* toma de muestras

hora
grupo testigo 0 24 48 72

administracion
de 0.25 ml del
vehiculo via i.g.

grupo P60 viaig. O 24 48 72

administracion de 30 mg/kg
de P60 via i.g.

0 24 48 72

grupo CrOs

administracion de 20 mg/kg
de CrOsvia i.p.

administracion de 30 mg/kg
de P60 via i.g. cuatro horas
previas a la administracion
de 20 mg/kg de CrQszvia i.p.

Figura 10. Protocolo 1. Administracion del tratamiento con extracto de polifenoles de té verde
viai.g. y CrOsvia i.p.
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* toma de muestras

hora
grupo testigo 0 24 43 72

administracién de 0.25 ml evaluacion de apoptosis
del vehiculo por via i.p.

grupo P60 via i.p. © 24 48 72

L)

administracion de 30 mg/kg evaluacién de apoptosis
de P60 via i.p.
grupo CrOs 0 24 48 72

4+ L

administracion de 20mg/kg evaluacion de apoptosis
de CrOs via i.p.
grupo P60+CrOs 0 24 48 72

L)

administracion de 30 mg/kg evaluacion de apoptosis
de P60 via i.p. cuatro horas

previas a la administracion de
20 mg/kg CrOs de via i.p.

Figura 11. Protocolo 2. Administracion del tratamiento con extracto de polifenoles de té verde
via i.p. y CrOz via i.p.
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Protocolo 3. Efecto de la administracion de catequinas via i.p. y kaemferol via i.p. sobre
el daio genotoxico inducido por CrO3

Cada grupo conté con un total de cinco ratones machos de la cepa CD-1. Un grupo fue
empleado como testigo por lo que se le tratdé Unicamente con el vehiculo. Dos grupos mas
fueron tratados con una sola dosis de 500 mg/kg de catequinas, por via i.p. y otro con una
sola dosis de 150 mg/kg de kaemferol por via i.p. Un grupo mas fue tratado con 20 mg/kg,
por via i.p. de CrOs. Dos grupos mas fueron tratados. Uno con una sola dosis de 500 mg/kg
de catequinas, por via i.p. cuatro horas previas a la administracién de 20 mg/kg, por via
i.p. de CrOs y el otro con una sola dosis de 150 mg/kg de kaemferol, por via i.p. cuatro
horas previas a la administracion de 20 mg/kg, por via i.p. de CrOs. El tiempo de
administracién del CrOs fue considerado como la hora 0. Posteriormente se tomaron
muestras de sangre periférica cada 24 hora desde la hora 0 hasta la hora 72 para la
evaluacioén de la genotoxicidad y citotoxicidad mediante la evaluacién de MN en EPC de
sangre periférica de ratén. Posteriormente se tomaron muestras de sangre periférica a la
hora 48, para la evaluacién de la viabilidad celular e induccion de apoptosis (ver figura 12).
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Figura 12. Protocolo 3. Administracion de los tratamientos con catequinas via i.p., kaemferol via

i.p. y CrO;z via i.p.
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5.4. Establecimiento de las dosis

La dosis empleada para los tratamientos con CrOs fue seleccionada con base en resultados
obtenidos previamente, en los cuales se observd que la administracidon de CrOs por via i.p.
en una dosis de 20 mg/kg de peso corporal es inductora de dafio genotdxico (Garcia-
Rodriguez et al., 2001). Las dosis empleadas para los tratamientos con extracto de
polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol fueron seleccionadas con base en estudios
previos, realizados en nuestro laboratorio en los que no se observaron efectos genotdxico
tras la administracion de 30 mg/kg de peso corporal de extracto de polifenoles de té
verde, 500 mg/kg de peso corporal de catequinas y 150 mg/kg de peso corporal de
kaemferol.

Una vez seleccionadas las dosis de extracto de polifenoles de té verde, catequinas,
kaemferol y CrOs y establecidas las condiciones de trabajo, se administraron las dosis de
acuerdo a los protocolos previamente descritos. El extracto de polifenoles de té verde, las
catequinas y kaemferol fueron administrados cuatro horas previas a la administracion de
CrOs3 ya que de acuerdo a la farmacocinética de los polifenoles del té verde, estos se
encuentran distribuidos por completo en el organismo aproximadamente cuatro horas
después de su administracion (Chen et al., 1997).
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5.5. Evaluacion de la induccién de MN en EPC y la relacion de EPC con respecto a ENC

5.5.1. Preparacion de laminillas

Las laminillas se prepararon con naranja de acridina (NA) este proceso es previo a la toma
de muestras. Para ello se prepard una solucidon de NA con agua desionizada y se colocé la
solucién sobre un portaobjetos precalentado de acuerdo a la técnica previamente descrita
por Hayashi et al., (1990).

5.5.2. Toma de muestras

Posteriormente a la administracién de los tratamientos se obtuvieron muestras de sangre
periférica de los ratones, en los tiempos de evaluacién establecidos. Las muestras se
obtuvieron de la vena caudal, se colocaron aproximadamente 10 pL directamente al
centro de las laminillas previamente preparadas con NA, inmediatamente después se
colocd un cubreobjetos cual fue sellado con silicon liquido. En cada toma de muestras se
prepararon 2 laminillas por ratén. Las preparaciones de muestras se guardaron en cajas de
plastico y bajo la oscuridad, a una temperatura de 4°C hasta su evaluacion. El analisis de
las muestras se realizd al menos 24 horas después de haber sido preparadas, procurando
no exceder de los ocho dias.

5.5.3. Evaluacion de muestras

La evaluacion de las muestras se realizd en los eritrocitos de la sangre periférica, con
ayuda de un microscopio de fluorescencia (luz azul) con filtro de luz amarilla (Nikon
OPTIPHOT-2). El dafio citotdxico se evalud con la frecuencia de EPC con respecto a los ENC
de 1000 eritrocitos totales; mientras que la evaluacién del dafio genotdxico se evalud
mediante la frecuencia de MN presentes en los EPC analizando 2000 eritrocitos totales. La
figura 13 muestra el diagrama de flujo del procedimiento realizado para el andlisis del
dano genotodxico y citotdxico. (Schmid y Von Ledebur, 1973; Hayashi et al., 2000; Krishna y
Hayashi, 2000).
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Figura 13. Evaluacion del dafio genotoxico y citotoxico: a) grupos de 5 ratones de la cepa CD-1;
b) administracion de los diferentes tratamientos; c) toma de muestra de sangre périferica; d)
preparacion de las laminillas; e) observacion de las muestras bajo el microscopio de
fluorescencia; f) evaluacion del dafno genotoxico y citotoxico mediante el método de MN teiiidos
con NA.
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5.6. Evaluacion de la viabilidad, apoptosis y necrosis

La induccidn de apoptosis fue evaluada mediante de la tincion con NA y BrEt, con esta
técnica es posible determinar las células que han muerto por apoptosis debido a, los
cambios morfoldgicos caracteristicos que tienen lugar en una célula apoptética como lo es
la condensacion y fragmentacién de la cromatina y el colapso nuclear mientras que la
membrana plasmatica estd todavia intacta. Esta técnica emplea la tincién diferencial de
unioén al ADN de colorantes fluorescentes (NA y BrEt), para determinar las células viables
de las no viables en una poblacién dada, ademads nos permiten conocer si las células se
encuentran en apoptosis se basandose en la integridad de la membrana. El NA se intercala
con ADN dando una apariencia verde. Mientras que el BrEt se une solamente a las células
no viables este colorante también se intercala con el ADN haciendo que la célula tenga
apariencia de color anaranjado y se une débilmente al ARN dando una ligera apariencia
roja (McGahon et al., 1995; Garcia-Rodriguez et al., 2013).

5.6.1. Preparacion de colorantes

La mezcla de colorantes fue preparada un dia antes de la toma de muestras. Se preparé
una solucién con 10 pg/ml de BrEt utilizando solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
como diluyente, de acuerdo a la técnica descrita por McGahon et al., (1995), con algunas
modificaciones (Garcia-Rodriguez et al., 2013). La mezcla se almacend en un frasco ambar
en la oscuridad hasta el momento de su uso.

5.6.2. Toma de muestras

Después de los tratamientos establecidos en los protocolo 2 y 3 se obtuvieron antes (hora
0) y después del tratamiento (hora 48), muestras de aproximadamente 100ul de sangre
periférica a partir de un pequefio corte en la vena caudal del raton, con ayuda de unas
tijeras de punta fina. La sangre fue directamente extraida con ayuda de una jeringa
heparinizada, la muestra se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos, después de eliminar
el sobrenadante se agregaron 20 ul de la mezcla de colorantes (100ug de NA+100ug de
BrEt preparados ambos en PBS) y se agitd suavemente, posteriormente se colocaron 10ul
de la suspensidon celular tefiida sobre laminillas limpias estas fueron cubiertas con
cubreobjetos, se realizaron dos preparaciones por ratén (Garcia-Rodriguez et al., 2013).
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5.6.3. Evaluacion de muestras

Las preparaciones fueron evaluadas inmediatamente en un microscopio de fluorescencia
(Nikon OPTIPHOT-2) con filtro de excitacién azul y un filtro de emisidén de luz amarilla. Se
evaluaron 200 células totales; para la evaluacion de la viabilidad se contabilizaron las
células viables y no viables, mientras que para el analisis de apoptosis y necrosis se
identificaron en los siguientes grupos: células viables no apoptdticas; células no viables no
apoptoéticas; células viables apoptoticas y células no viables apoptdticas. La figura 14
(Garcia-Rodriguez et al., 2013).
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Figura 14. Evaluacion de la viabilidad y apoptosis: a) grupos de 5 ratones de la cepa CD-1; b)
administracion de los diferentes tratamientos; c) toma de muestra de sangre periférica; d)
centrifugacion de las muestras a 5000 rpm; e) eliminacion del sobrenandante y adicion de la
mezcla de colorantes BrEt y NA; f) preparacion de las muestras sobre laminillas limpias; g)
observacion de las muestras bajo el microscopio de fluorescencia; h) evaluacion de viabilidad y
apoptosis mediante la tincion diferencial con colorantes BrEt y NA.
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5.7. Andlisis estadistico

Los resultados de la frecuencia de induccién de MN, frecuencia de EPC, y el andlisis de
viabilidad se presentan como media * desviacidn estandar, con el programa estadistico
SPSS/PC V19 ™ se compararon mediante un analisis de varianzas (ANOVA), seguido de
una prueba de Tukey para determinar la significancia entre los promedios de cada grupo.
Ademas se calculé la frecuencia neta de induccién de MN (NIF por sus siglas en inglés)
para descartar la induccidn espontanea basal de los grupos (hora 0) y la frecuencia
diferencial de la inducciéon de MN (DIF por sus siglas en inglés), que permitié descartar la
posibilidad de que el efecto observado fuera producto de la manipulacién de los animales
(Garcia-Rodriguez et al., 2001). Los datos obtenidos de los célculos de NIF y DIF y los
resultados del ensayo de viabilidad y apoptosis se analizaron con una chi-cuadrada, con el
programa Statistica V7.0. Para todos los casos se considerd el nivel de significancia de
p<0.05 (Adler et al., 1998; Garcia-Rodriguez et al., 2001).

6. Resultados

La tincion obtenida con la técnica de NA desarrollada por Hayashi et al., (1990) permite
distinguir facilmente a los EPC, ya que al contener ARN se tifien de color naranja
fluorescente, mientras que los ENC, no son tefidos por lo que se observan oscuros. Los
MN se observan como cuerpos redondos de color verde-amarillo, debido a la presencia de
ADN (figura 15). Dentro de las ventajas de la técnica de MN se incluyen la facilidad y
rapidez, la posibilidad de probar un sélo quimico sin otros compuestos, la abundancia de
células analizables en diferentes periodos del ciclo celular y el que los MN formados
durante la division celular persisten al menos durante la siguiente interfase; ademas, la
prueba no deja lugar a dudas sobre el dafio producido, pues lo que se observa como MN
es claramente una pérdida de ADN (Schmid y Von Ledebur, 1973; Hayashi et al., 2000;
Krishna y Hayashi, 2000).
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Figura 15. Eritocitos de sangre periféricas de raton teiiidos con la técnica de NA. Se observan los
ENC, EPC, y EPC con MN.

6.1. Efecto del extracto de polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol sobre MN
inducidos por el CrO;

En el cuadro 4 se muestran los promedios de las frecuencias de MN + desviacién estandar,
evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los tratamientos de extracto de
polifenoles de té verde, (30 mg/kg via i.g.), CrOs (20 mg/kg via i.p.) y la combinacién de
extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a la administracion de CrOs (30
mg/kg via i.g. y 20 mg/kg via i.p. respectivamente). Los resultados muestran que el
tratamiento con extracto de polifenoles de té verde, via i.g. no incrementa de forma
significativa los promedios de MN en ninguna de las horas evaluadas. Mientras que el
grupo tratado con CrOs mostré un incremento en las frecuencias de MN (3, 8 y 5 a las 24,
48 y 72 horas respectivamente) que resultaron estadisticamente significativos al
compararse con el grupo testigo.
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El incremento de las frecuencias de MN de la hora 48 de este mismo grupo es
estadisticamente significativo al ser comparado con su respectiva hora 0 (es decir la

evaluacion antes de administrar el CrOs), con un incremento de alrededor de 5 MN.

Cuando se combinaron los tratamientos (grupo extractos de polifenoles de té verde, P60 y

CrOs) se encontrd una disminucién significativa en las frecuencias de MN en las horas 24,
48 y 72 (entre 4 y 5 MN), con respecto al grupo tratado sélo con CrOs. Sin embargo el
valor observado a la hora 72 aun es significativo con respecto a la hora 0 del grupo.

Cuadro 4. Frecuencia de MN en ratones macho CD-1 tratados con extracto de
polifenoles de té verde, via i.g., CrOszvia i.p. y la combinacion extracto de

polifenolesde té verde+CrOs

dosis

tratamiento
(mg/kg)

0
24
48
72

0
24
48
72

0
24
48
72

0
24
48
72

testigo 0 5

P60 30 5

CrO3 20 5

P60+CrOs 30+20 5

MN/2000
células

ANOVA

<0.05
media + d. e. P

0.6+0.9
1.0+1.0
1.2+0.38
16+1.5
1.0+1.2
1.8+19
1.2+13
14+0.5
3.6+0.9
4.4+0.5 a,d
9.0+2.7 abe
6.4+23 af
12+13
0.6+0.5
52+138 &c
12+1.0

a:vs testigo; °:vs CrOs h 0; “:vs P60 y CrOs h 0; :vs P60 y CrOs h 24; €:vs P60 y CrOs;

h 48;f:vs P60+CrOs h 72
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A pesar de que se observé disminucién de las frecuencias de MN cuando se administré el
extracto de polifenoles de té verde via i.g., previo a la administracion de CrOs, la
frecuencia de MN observada a la hora 48 aun resulté significativa al ser comparada con el
testigo, al igual que con su respectiva hora 0 (alrededor de 4 MN), lo que sugiere una
proteccion parcial del dafio genotdxico. Por ello se optd por administrar el extracto de
polifenoles de té verde, por via i.p. a fin de observar un efecto mas directo en la posible
proteccion del dafio genotdxico.

En el cuadro 5 se muestran los promedios de las frecuencias de MN + desviacidén estandar,
evaluados de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los tratamientos extracto de
polifenoles de té verde (30 mg/kg via i.p.), CrOs (20 mg/kg via i.p.) y la combinacién de
extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a la administracion de CrOs (30
mg/kg via i.p. y 20 mg/kg via i.p. respectivamente). De igual manera la administracion del
extracto de polifenoles de té verde, no incrementd los promedios de MN en ninguna de
las horas evaluadas en comparaciéon con el grupo testigo. El incremento en las frecuencias
de MN en el grupo tratado con CrQOs se ratifica al incrementarse aproximadamente 12 MN,
a la hora 48. Por otra parte se observa la disminucion de las frecuencias de MN en el
grupo tratado con extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a la
administracion de CrOs fue mayor en todas las horas evaluadas (alrededor de 10 MN) en
comparacion con el tratamiento via i.g. Estos resultados muestran una mayor eficacia del
extracto de polifenoles de té verde, via i.p. en la proteccién frente al dafio genotdxico
ocasionado por la administracién de CrOs.
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Cuadro 5. Frecuencia de MN en ratones macho CD-1 tratados con extracto de
polifenoles de té verde, via i.p., CrO3, y la combinacion de ambos tratamientos
extractos de polifenoles de té verde+CrO;

. MN/2000
. dosis > ANOVA
tratamiento células
(mg/kg) ! p<0.05
media * d. e.
0 0.4+0.5
) 24 1.0+ 0.7
testigo 0 5
48 1.0+£1.2
72 1.2+1.3
0 0.6+0.9
24 1.0+£1.2
P60 30 5
48 0.0£0.0
72 1.6+1.5
0 0.2+0.4
24 3.0+1.6
CrOs 20 5
48 13.2+3.8 ERE
72 34+1.1
0 1.2+0.8
24 26%+23
P60+CrO3 30+20 5
48 34+1.1
72 1.8+1.5

a: vs testigo; °: vs CrOs h 0; ¢: vs P60+CrOs h 48

Debido a la variabilidad existente en las frecuencias de MN basales (es decir cuando aun
no se han administrado los tratamientos hora 0), se realizé el calculo de la Frecuencia
Neta de induccion de MN (NIF por sus siglas en inglés) este calculo 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 siguientes horas, se asume que se obtiene la
induccion neta de MN (Garcia-Rodriguez et al., 2001).
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NIF = MN observados en “A” a la hora X,— MN observados en “A” a la hora xo

Ddnde: “A”=grupo; xi=tiempo de evaluacidn; xo=tiempo 0

En la figura 16 se muestra el analisis de NIF por tiempo y por grupo, calculado para 10 000
EPC, de los grupos tratados con CrOs, extracto de polifenoles de té verde, via i.g, y
extracto de polifenoles de té verde, via i.g. previo a la administracion de CrOs (figura 16A);
extracto de polifenoles de té verde, via i.p. y extracto de polifenoles de té verde, via i.p.
previo a la administracién de CrOs (figura 16B). Al realizar este analisis se observa que en
el grupo tratado con extracto de polifenoles de té verde, via i.g. cuatro horas previas a la
administracion de CrOs hay una proteccion del dafio genotdxico del 175% a las 24 horas y
que esta disminuye a 26% a las 48 horas, mientras que a las 72 horas la proteccién es del
100%. Mientras que al analizar el grupo tratado con extracto de polifenoles de té verde,
via i.p. en combinacion con CrOs se observa una protecciéon del 50% a las 24 horas y del
83% vy 81% a las 48 y 72 horas respectivamente, por lo que se sugiere una proteccion mas
consistente cuando el extracto de polifenoles de té verde, es administrado por via i.p.
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Figura 16. Andlisis de NIF de MN por tiempo y grupo calculado para 10 000 EPC, de los grupos
tratados con extracto de polifenoles de té verde, CrO; y la combinacion extracto de polifenoles
de té verde+CrOs por via i.g. (A) y via i.p. (B) p<0.05: °: vs testigo; °: vs extracto de polifenoles de

té verde; ©: vs extracto de polifenoles de té verde+CrO:;.
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También se calculd la frecuencia diferencial de induccién de MN (DIF por sus siglas en
inglés), con la intencién de descartar los MN inducidos por el manejo de los ratones
durante el experimento. Este andlisis consiste en restar los MN observados en todas las
horas del grupo testigo a sus correspondientes horas evaluadas de los diferentes grupos
tratados tanto con CrOs, como con extracto de polifenoles de té verde, asi como la
administracion de extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a las
administracién de CrOs, de tal forma que se apreciaran Unicamente los MN inducidos por
los diferentes tratamientos (Garcia Rodriguez et al., 2001).

\
DIF = MN observados en “A” a la hora X = MN observados en “T” a la hora x;

Ddnde: “A”=grupo; xi=tiempo de evaluacidn; xo=tiempo 0; T=grupo testigo

En la figura 17 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN al realizar el
analisis de DIF, en la figura 17A se observa que el grupo tratado con extracto de
polifenoles de té verde, via i.g., no presenta variaciones significativas con respecto a sus
frecuencias basales, mientras que los grupos tratados cuatro horas antes con extracto de
polifenoles de té verde, via i.g. a la administracion de CrOs; presentan un comportamiento
similar; sin embargo en este grupo disminuye la induccion de MN en todas las horas
evaluadas en comparacién con el grupo tratado sélo con CrOs. En la figura 17B se observa
que el grupo tratado con CrOs, incrementa las frecuencias basales de MN en todas las
horas evaluadas, presentandose el mayor pico de induccion a la hora 48. El grupo tratado
sélo con extracto de polifenoles de té verde, via i.p. disminuye significativamente la
frecuencia basal de MN a la hora 48. El grupo donde se administré extracto de polifenoles
de té verde, via i.p previo a la administracion de CrOs no presenta variaciones
significativas con respecto a sus frecuencias basales.
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Figura 17. Andlisis de DIF de MIN por tiempo y grupo, calculado para 10 000 EPC, de los grupos
tratados con extracto de polifenoles de té verde, CrOs y la combinacion extracto de polifenoles
de té verde+CrO; por via i.g. (A) y via i.p. (B), p<0.05: ": vs h 0 de cada tratamiento.

Dado que el extracto de polifenoles de té verde, es una mezcla comercial de polifenoles,
presentes en el té verde se realizé el estudio empleando las catequinas al 100%, debido a
que estos flavanoles se encuentran en un porcentaje del 60% en la mezcla de extracto de
polifenoles de té verde (P60). También se selecciond el kaemferol, flavonol presente en el
té verde y que junto con la quercetina son los mas consumidos en la dieta humana. En el
cuadro 6 se muestran los promedios de las frecuencias de MN evaluadas de las 0 a las 72
horas cuando se administraron los tratamientos catequinas (500 mg/kg via i.p.),
kaemferol (150 mg/kg via i.p.), CrOs (20 mg/kg via i.p.), la combinacién de catequinas
cuatro horas previas a la administracion de CrOs (500 mg/kg via i.p. y 20 mg/kg via i.p.
respectivamente) y kaemferol cuatro horas previas a la administracion de CrOsz (150
mg/kg via i.p. y 20 mg/kg via i.p. respectivamente). Se observa que el tratamiento con
catequinas al igual que con kaemferol no incrementan significativamente las frecuencias
de MN en ninguna de las horas evaluadas. Se ratifica la generacidn de dafio genotéxico en
el grupo tratado soélo con CrOs. Cuando se tratdé al grupo con catequinas cuatro horas
previas a la administracion de CrOs se observé una disminucidén significativa de los
promedios de MN a las horas 48 y 72 (alrededor de 4 MN), en este grupo se presento la
muerte de un organismo a la hora 48 después del tratamiento por lo que para la hora 72
la n del grupo fue de 4 organismos.
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El grupo tratado con kaemferol previo a la administracion de CrOs también se observé una
disminucién significativa, en las frecuencias del MN, la hora 48 y 72 (alrededor de 5y 4
respectivamente).

Cuadro 6. Frecuencia de MN en ratones macho CD-1 tratados con catequinas,

kaemferol, CrO;, la combinacién catequinas+CrOs;y kaemferol+CrO3;
MN/2 000

. . :Y\\[0)Y7:
tratamiento células LOGE
media t d. e p<.
0 0.6+0.5
. 24 0.0+0.0
testigo 0 5
48 1.4+15
72 0.6+0.5
0 1.6+0.9
. 24 0.8+1.1
catequinas 500 5
48 0.8+0.8
72 1.0+14
0 0.8+0.8
24 1.0+1.7
kaemferol 150 5
48 1.2+2.2
72 1.4+09
0 08+1.1
24 24+2.4
CrOs3 20 5
48 5.8+2.4 abce
72 5.4+0.9 L
0 0.2+0.4
. 24 0.6+0.9
catequinas+CrOs = 500+20 5 ;
48 1.8+2.2
72* 1.0+1.7
0 0.2+0.4
24 1.2+1.3
kaemferol+CrOs  150+20 5
48 0.8+1.3
72 14+1.1

a:vs testigo; :vs CrOsz h 0; “:vs catequinas+CrOs h 48; °:vs catequinas+CrOsz h 72; €:vs
kaemferol+CrOs h 48;':vs kamferol+CrOs h 72; ' muerte de un organismo;*: n= 4
organismos.
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En la figura 18 se muestra el analisis de NIF por tiempo y por grupo, calculado para 10 000
EPC, de los grupos tratados con CrOs, catequinas, kaemferol, y la combinacién de cada
uno de estos flavonoides con CrOs. Al realizar este andlisis se observa que en el grupo
tratado con catequinas cuatro horas previas a la administracion de CrOs hay una
proteccion del dafio genotoxico del 75% a la hora 24, mientras que en la misma hora del
grupo tratado con kaemferol cuatro horas previas a la administracién de CrOs se observa
una proteccion del 38%, ambos datos aun son significativos al ser comparados contra el
grupo testigo. A la hora 48 en el grupo tratado con catequinas cuatro horas previas a la
administracion de CrOs se observa una proteccion del 68%, ademas hay que recordar que
en esta hora se presenté la muerte de un organismo. En la misma hora del grupo tratado
con kaemferol previo a la administracion de CrOs hay una proteccién del 88%. Al realizarse
el andlisis de la hora 72 se se observa el mayor porcentaje de proteccién en el grupo
tratado con catequinas previo a la administracion de CrOs (83%), por su parte en la misma
hora de evaluacién del grupo tratado con kaemferol previo a la administracién de CrOs,
hay una disminucidn del dafio genotdxico del 74%.
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Figura 18. Andlisis de NIF de MN por tiempo y por grupo, calculado para 10 000 EPC, de los
grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrO;, catequinas+CrOzy kaemferol+CrO;. p<0.05: °:
vs testigo; °: vs kaemferol; <: vs catequinas; °: vs catequinas+CrOs; ©: vs kaemferol+ CrOs; T
muerte de un organismo; *: n= 4 organismos
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En la figura 19 se muestra el comportamiento de las frecuencias de MN tras realizar el
andlisis de DIF, para los grupos tratados con CrOs, catequinas, kaemferol, catequinas
previo a la administracion de CrOsz y kaemferol previo a la administracion de CrOs. Se
observa que el grupo tratado sdlo con CrOs, incrementa las frecuencias de MN a las horas
48 y 72 con respecto a su frecuencia basal (hora 0). Los grupos que incluyeron el
tratamiento con flavonoides (catequinas o kaemferol), ya sea en combinacion o no con
CrOs, presentan un comportamiento muy similar ya que a la hora 24 después de los
tratamientos se observa un ligero incremento en las frecuencias de MN basales que solo
resulta significativa en los grupos tratados con kamferol cuatro horas previas al
tratamiento con CrOs y en el grupo tratado con catequinas cuatro horas previas a la
administracién de CrOs. Para la hora 48 de evaluacidén se observa una disminucion de los
MN basales observados que sélo es significativa en el grupo tratado con catequinas. Hay
que recordar que, cuando las catequinas se combinaron con el CrOs, se presentd la
muerte de un ratén en esta hora,. En la hora 72 de evaluacién la induccion de MN se
incrementa ligeramente; sin embargo solo es significativa en el grupo que fue tratado con
kaemferol previo a la administracion de CrOs,

701
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o 607 kaemferol
Q aemfero
wl
=3 =N catequinas+CrO;
o -
o 401 =-e= kaemferol+CrO,
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Figura 19. Andlisis de DIF de MN por tiempo y por grupo, calculado para
10 000 EPC, de los grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrO;,
catequinas+ CrOsy kaemferol+ CrOs, p<0.05": vs h 0 de cada tratamiento;
+: muerte de un organismo.
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6.2. Efecto del extracto de polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol sobre el
dafio citotéxico inducido por CrO;

En el cuadro 7 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a los
ENC + desviacion estandar, evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los
tratamientos de extracto de polifenoles de té verde, (30 mg/kg via i.g.), CrOs (20 mg/kg via
i.p.) y extracto de polifenoles de té verde, cuatro horas previas a la administracién de CrOs
(30 mg/kg via i.g. y 20 mg/kg via i.p. respectivamente). Los resultados muestran que
ninguno de los tratamientos incrementa significativamente los promedios de EPC con
respecto a ENC, en ninguna de las horas evaluadas. Por lo cual se puede sugerir que
ninguno de los tratamientos tiene efectos citotoxicos al ser evaluados mediante este
pardmetro.

Cuadro 7. Frecuencia de EPC en ratones macho CD-1 tratados con extracto de
polifenoles de té verde, via i.g., CrOszvia i.p. y la combinacion extracto de

polifenoles de té verde+CrO;

. dosis EPC/ 1000 células
tratamiento hora !
(mg/kg) media * d. e.
0 65.6 £ 8.4
. 24 57.8+21.9
testigo 0 5
48 44.6 £ 13.5
72 46.8+11.8
0 68.0 + 23.1
24 51.0+7.5
P60 30 5
48 47.0+10.4
72 45.8+9.2
0 346+1.7
24 41.2+6.1
CrOs 20 5
48 38.0+7.9
72 37.6+7.9
0 54 .4+21.4
24 64.8+10.1
P60+CrOs 30+20 5
48 42.2 +16.5
72 44.6 +13.5
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En el cuadro 8 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a los
ENC + desviacion estandar, evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los
extracto de polifenoles de té verde, (30 mg/kg via i.p.), CrOs; (20 mg/kg via i.p.) y la
administracion de extracto de polifenoles de té verde, previo a la administracion de CrOs
(30 mg/kg via i.p. y 20 mg/kg via i.p. respectivamente). Estos resultados muestran que el
tratamiento con CrOs disminuye significativamente las frecuencias de EPC en las horas 48
y 72 con respecto al testigo (alrededor de 24 y 20 EPC respectivamente) y con su
respectiva hora 0 (alrededor de 10 EPC). Mientras que en el grupo tratado con extracto de
polifenoles de té verde, previo a la administracion de CrOs; se observa una disminucién
significativa en las horas 48 y 72 al compararse con su respectiva hora 0 (alrededor de 16
EPC). Esto nos sugiere un posible dafio citotdxico ocasionado por el tratamiento con CrOs
y por extracto de polifenoles de té verde, administrado por via i.p. al evaluar la
citotoxicidad mediante este parametro.

En el cuadro 9 se muestran los promedios de las frecuencias de EPC con respecto a los
ENC + desviacion estandar, evaluadas de las 0 a las 72 horas cuando se administraron los
tratamientos catequinas (500 mg/kg via i.p.), kaemferol (150 mg/kg via i.p.), CrOs (20
mg/kg via i.p.), catequinas cuatro horas previas a la administracion de CrOs (500 mg/kg via
i.p. y 20 mg/kg via i.p. respectivamente) y kaemferol cuatro horas previas a la
administracién de CrOs (150 mg/kg via i.p. y 20 mg/kg via i.p. respectivamente). Estos
resultados muestran que el tratamiento con catequinas, kaemferol no modifica los
promedios de EPC con respeto a los ENC en ninguna de las horas evaluadas. Por el
contrario se observa una disminucion de las frecuencias de EPC con respeto a los ENC en
el grupo tratado sdlo con CrOs, en las horas 24, 48 y 72; sin embargo estas frecuencias no
son estadisticamente significativas.

El grupo que se traté con catequinas cuatro horas previas a la administracion de CrOs no
modifica significativamente las frecuencias en ninguna de las horas evaluadas. Por otra
parte en el grupo que se tratd con kaemferol cuatro horas previas a la administracion de
CrOs se observa un incremento significativo de EPC a las horas 24 y 48, al compararse
estas frecuencias con las respectivas horas del grupo testigo (alrededor de 32 y 34 EPC
respectivamente) y con respecto al grupo CrOs (incremento de alrededor de 44 y 39 EPC
respectivamente) sugiriendo un efecto citotdxico sinérgico de estos tratamientos.
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Cuadro 8. Frecuencia de EPC en ratones macho CD-1 tratados con extracto de
polifenoles de té verde, via i.p., CrOsvia i.p. y la combinacion de ambos
tratamientos extracto de polifenoles de té verde+CrO;

. EPC/1000
. dosis > ANOVA
tratamiento hora células
(mg/kg) — —  — p<0.05
media £ d. e
0 58.216.5
) 24 54.6+7.0
testigo 0 5
48 60.2 +6.9
72 62.6+5.3
0 54.6 +3.2
24 486 +7.1
P60 30 5
48 53.0+10.4
72 52.4+3.8
0 53.2+8.1
24 54.0+7.5
CrOs3 20 5
48 36.0+4.1 3,b
72 42.8+7.4 a
0 62.0+4.6
24 46.0+5.0 &
P60+CrO3 30+20 5
48 46.0+ 8.5 €
72 51.6+6.9

°:ys testigo; ®:vs CrOs h 0; “:vs P60+CrOs h 0
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Cuadro 9. Frecuencia de EPC en ratones macho CD-1 tratados con catequinas via
i.p., kaemferol via i.p., CrOzvia i.p., catequinas+ CrOz y kaemfero+ CrO;
EPC/1000

. dosis ) ANOVA
tratamiento células
(mg/kg) ! p<0.05
media * d. e.

0 50.8+12.6

) 24 54.6 +5.8
testigo 0 5

48 53.0+7.2

72 67.2 +10.3

0 56.2 +5.8

) 24 62.6 + 3.6
catequinas 500 5

48 65.2 +15.3

72 72.4+8.0

0 67.0+10.5

24 67.6+11.8
kaemferol 150 5

48 69.0 + 15.0

72 71.0+ 8.6

0 60.4+11.2

24 424+ 8.6
CrOs3 20 5

48 47.4+6.1

72 494+3.6

0 61.2+5.0

24 54.8 +9.2

catequinas+CrOs 500+20 5 ;
48 54.4+11.2

72* 51.6+29.1

0 92.8+6.0

24 86.2 + 8.6 e
kaemferol+CrOs 150+20 5

48 86.6+5.3 HE

72 80.8+8.0

°:vs testigo; ®:vs CrOsh 24; :vs CrOsh 48; " muerte de 1 organismo;*: n= 4
organismos
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Debido a que los datos observados en la relacién de EPC, con respecto a los ENC, en todos
los grupos muestran alta variabilidad se procedid a realizar el andlisis de viabilidad celular
en leucocitos, mediante el método descrito por McGahon et al., (1995) y Garcia Rodriguez
et al.,, (2013). Este método proporciona una evaluacién mdas precisa de la citotoxicidad de
los tratamientos.

6.3. Efecto del extracto de polifenoles de té verde, catequinas, kaemferol y CrO3 sobre
la viabilidad celular

En la figura 20 se muestran el andlisis de los resultados obtenidos del analisis de la
viabilidad celular de los diferentes grupos tratados, con extracto de polifenoles de té
verde, CrOs y extracto de polifenoles de té verde previo a la administraciéon de CrOs. En la
figura 20A se observan las frecuencias de células viables y no viables obtenidas de 1000
células totales evaluadas. Estos datos se analizaron con el cdlculo de chi cuadrada y se
observa que no hay variacién significativa en las células viables observadas en los
diferentes grupos tratados, mientras que en las células no viables se observa un
incremento de 4 células en el grupo tratado Unicamente con extracto de polifenoles de té
verde, sin embargo este no es estadisticamente significativo. Los promedios + desviacion
estandar, de las células viables y las no viables en los diferentes grupos tratados se
muestran en la figura 20B, tras realizar el andlisis de estos datos con la prueba ANOVA se
puede observar que las células viables y las no viables, no varian de forma
significativamente en ninguno de los diferentes tratamientos.
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(mg/kg) células viables células no viables
testigo 0 5 199.6 £ 0.9 0.4+£0.9
P60 30 5 198.8+1.1 1.2+1.1
CrOs 20 5 199.4+0.9 0.6+0.9
P60+CrO; 30+20 5 200.0+0.0 0.0+0.0

Figura 20. Andlisis de células viables y no viables de los grupos tratados con P60,
CrO; y P60+CrO;. p<0.05; °: vs testigo.

En la figura 21 se muestran el analisis de los resultados obtenidos del analisis de la
viabilidad celular de los diferentes grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrOs,
catequinas cuatro horas previas a la administracién de CrOs; y kaemferol cuatro horas
previas a la administracion de CrOs. En la figura 21A se observan las frecuencias de células
viables y no viables obtenidas de 1000 células totales evaluadas. Tras realizarse el calculo
chi cuadrada se puede observar que las frecuencias de células viables disminuyen
significativamente en todos los tratamientos al comparase con el testigo. El grupo tratado
con catequinas cuatro horas previas a la administracién de CrOs, incluso disminuye
significativamente su frecuencia de células viables al compararse contra el grupo tratado
solo con CrOs. Las células no viables incrementaron significativamente en todos los
tratamientos; los grupos tratados con catequinas previo a la administracién de CrOs vy
kaemferol previo a la administracion de CrOs incluso resultaron significativos con respecto
al grupo tratado sélo con CrOs.
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En la figura 21B se muestran, los promedios * desviacidn estandar, de las células viables y
las no viables en los diferentes grupos tratados, tras realizar el andlisis de estos datos con
la prueba ANOVA se observa que las células viables disminuyen en todos los tratamientos,
sin embargo solamente resultan significativos el grupo tratado con kaemferol y el grupo
tratado con catequinas previo a la administracion de CrOs; por el contrario se observa un
incremento significativo de las células no viables sélo en el grupo tratado con kaemferol y
en el grupo tratado con catequinas previo a la administracién de CrOs lo cual es
consistente con lo observado previamente tras el analisis de los datos totales con la
prueba de chi cuadrada (figura 21A).

testigo A
catequinas
1000 kaemferol
B G0,
800 ab Il catequinas+CrO,
2y d B kaemferol+CrO,
g a
S 600
£
()]
© 400 a £
R a a
a,b,c
200
0 T T
Viables No Viables B
_ dosis (mediatd.e.)
tratamiento n - -
(mg/kg) células viables | células no viables
testigo 0 5 182.0+6.6 18.0+6.6
catequinas 500 5 140.2 +32.1 59.8+32.1
kaemferol 150 5 129.4+15.6° 70.6 +15.6°
CrOs 20 5 155.8 + 26.2 442 +26.2
catequinas+CrOs3 500+20 5 119.6 £ 27.5° 80.4 +27.5°
kaemferol+CrOs 150+20 5 142.0+22.3 58.0+22.3

Figura 21. Andlisis de células viables y no viables de los grupos tratados con
catequinas, kaemferol, CrO;s, catequinas+CrOszy kaemferol+CrOs; p<0.05; °: vs
testigo; °: vs catequinas+CrOs; ©: kamferol+CrOs.
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6.4. Efecto de extracto de polifenoles de té verde, catequinas, kaemferol y CrO; sobre
la induccién de apoptosis

La apoptosis fue evaluada directamente en leucocitos de sangre periférica de ratén antes
(hora 0) y después del tratamiento (hora 48) con base en la tincidn diferencial de unidn al
ADN de colorantes fluorescentes (NA y BrEt). Con esta técnica es posible determinar las
células que han muerto por apoptosis debido a, los cambios morfolégicos caracteristicos
gue tienen lugar en una célula apoptdtica como es la condensacion y fragmentacién de la
cromatina por accién de endonucleasas endégenas y el colapso nuclear (McGahon et al.,
1995; Garcia-Rodriguez et al., 2013).

El colorante NA se intercala con ADN dando una apariencia verde. Mientras que el
colorante BrEt se une solamente a las células no viables este colorante también se
intercala con el ADN haciendo que la célula tenga apariencia de color anaranjado y se une
débilmente al ARN dando una ligera apariencia roja. Se evaluaron 200 células totales las
cuales se identificaron en los siguientes grupos: Células viables no-apoptdticas debido a
gue el NA se intercala con al ADN dando al ntcleo un color verde brillante con estructura
organizada. En las células no-viables no-apoptéticas, se aprecian el nucleo de color rojo-
anaranjado con estructura organizada, debido a que ademas del NA el BrEt se intercala
con al ADN. Las células viables apoptdticas. Se observan con nucleo verde brillante con
estructura fragmentada vy las células no-viables apoptédticas con nucleo rojo-anaranjado
con estructura fragmentada ver figura 22.
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Figura 22. Andlisis de viabilidad y apoptosis, en linfocitos de sangre periférica de ratones CD-1,
tenidos con el método de NA y BrEt. Las células viables se tifilen de color verde uniforme con
estructura organizada (A), las células no-viables no-apoptéticas se aprecian de color rojo-
anaranjado con estructura organizada (B), Las células viables apoptodticas se observan de color
verde brillante con estructura fragmentada (C) las células no-viables no-apoptdticas se
observan de color rojo-anaranjado con estructura fragmentadas (D).

En la figura 23 se muestra el analisis de los datos obtenidos tras realizar el analisis de la
apoptosis en los diferentes grupos tratados con extracto de polifenoles de té verde, CrOz y
extracto de polifenoles de té verde previo a la administracion de CrOs. En la figura 23A se
observan las frecuencias de células viables apoptdticas, células viables no-apoptodticas asi
como las células no-viables apoptdticas y no-viables no-apoptdticas de un total de 1000
células evaluadas. Tras realizarse el calculo chi cuadrada se puede observar que las células
viables no-apoptéticas no se incrementan en ninguno de los diferentes tratamientos.
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Al analizar las células viables apoptdticas, se observa que estas incrementan
significativamente en los grupos tratados con extracto de polifenoles de té verde, y CrOs;
sin embargo al realizar la combinacion de los tratamientos (grupo tratado con extracto de
polifenoles de té verde, previo a la administraciéon de CrOs), se observa el mayor
incremento en las frecuencias de las células viables apoptdticas, sugiriendo un efecto
sinérgico al combinar estos tratamientos. Al evaluar las células no-viables no-apoptéticas
tampoco se observo variacién significativa en ninguno de los tratamientos analizados. Por
su parte al analizar las células no-viables apoptodticas se observa un incremento
significativo en las frecuencias del grupo que fue tratado Unicamente con extracto de
polifenoles de té verde.

El la figura 23B se muestran como media * desviacion estandar, las células viables
apoptaoticas, viables no-apoptdticas, no-viables apoptéticas y no-viables no-apoptaticas,
de los diferentes grupos tratados tras realizar el analisis de estos datos con la prueba
ANOVA se puede observar que las células viables apoptoéticas incrementan en todos los
grupos estudiados; sin embargo sdlo resultan significativos el grupo que fue tratado con
CrOs vy el grupo tratado con extracto de polifenoles de té verde, previo a la administracion
de CrOs. Este incremento significativo es consistente con lo analizado previamente al
realizar la prueba chi cuadrada lo cual nos sugiere que si bien el dano genotdxico
ocasionado por el CrOs3 se vio disminuido al administrar extracto de polifenoles de té
verde, la posible via de proteccion de dafio seria mediante la induccién de apoptosis. No
se observa variacion significativa en diferentes los grupos tratados al realizar la evaluacion
de las células viables no-apoptdticas, células no-viables no-apoptéticas y las células no-
viables apoptaticas.
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testigo 0 5 197.2+2.2 24+1.8 04+0.9 0.0+0.0
P60 30 5 192.8+4.9 6.0t4.1 04+0.5 0.8+1.3
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Figura 23. Andlisis de células viables no-apoptoticas, viables apoptéticas, no-viables no-
apoptoticas y no-viables apoptéticas, de los grupos tratados con CrOs, P60y P60 en
combinacion con CrO;z p<0.05; °: vs testigo.

Carvente Juarez Megumi Monserrat | 71



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por Cr (VI)

En la figura 24 se muestran el andlisis de los datos obtenidos obtenidos tras realizar el
analisis de la apoptosis, en los diferentes grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrOs,
catequinas cuatro horas previas a la administracion de CrOs y kaemferol cuatro horas
previas a la administraciéon de CrOs. En la figura 24A se muestran las células viables
apoptaticas, viables no-apoptodticas, no-viables apoptdticas y no-viables no-apoptéticas de
un total de 1000 células evaluadas. Tras realizarse el calculo chi cuadrada se observa que
las células viables no-apoptdticas disminuyen significativamente en todos los
tratamientos, el grupo que fue tratado con catequinas previo a la administracién de CrOs;
incluso resulta significativo al compararse con el grupo que tratado sélo con CrOs.

Se observa que las células viables apoptodticas disminuyen significativamente en los grupos
tratados con catequinas, kaemferol, CrOs y catequinas previo a la administracion de CrOs,
Mientras que las células no-viables no-apoptéticas incrementan significativamente en
todos los tratamientos evaluados, los grupos tratados con catequinas previo a la
administracién de CrOs y kaemferol previo a la administracién de CrOs, incluso resultan
significativos al compararse con el grupo que sélo fue tratado con CrOs. Por su parte las
células no-viables apoptéticas disminuyen significativamente en los grupos que fueron
tratados con CrOsy kaemferol previo a la administracion de CrOs,

En la figura 24B se muestran como media + desviacidon estandar, las células viables no-
apoptaticas, células viables apoptéticas, células no-viables no-apoptoéticas y las células no-
viables apoptadticas, de los diferentes grupos tratados. Tras realizar el analisis de estos
datos con la prueba ANOVA se puede observar una disminucion de las células viables no-
apoptéticas en todos los grupos, sin embargo solamente resultan significativos el grupo
tratado con kaemferol y el grupo tratado con catequinas previo a la administracion de
CrOs lo cual es consistente con lo previamente analizado con la prueba chi cuadrada. Al
evaluar las células viables apoptdticas se observa disminucién en todos los grupos
tratados, aunque ninguno resulto significativo. Mientras que las células no-viables no-
apoptéticas incrementan en todos los tratamientos pero sélo son significativos el grupo
tratado con kaemferol y el grupo tratado con catequinas previo a la administracion de
CrOslo cual es consistente con lo previamente analizado con la prueba chi cuadrada. No se
observa variacidon estadistica significativa en ninguno de los tratamientos al evaluar las
células no viables apoptdticas.
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Figura 24. Andlisis de células apoptodticas y no apoptéticas de los grupos tratados con
catequinas, kaemferol, CrOs, catequinas+ CrOsy kaemferol+CrOs; p<0.05; °: vs testigo; °: vs
CrO3; ©: vs catequinas+CrO;.
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7. Discusion

En las ultimas décadas el té verde ha llamado la atencion debido a que se le han atribuido
numerosas propiedades benéficas dado que su consumo esta asociado con la disminucién
del desarrollo de enfermedades crénico-degenerativas incluyendo algunos tipos de
cancer. Estos efectos benéficos se atribuyen principalmente a su contenido de polifenoles
particularmente flavonoles y flavanoles (derivados de los flavonoides) que representan el
30% del peso de la hoja seca de Camelia sinensis (Cabrera et al., 2006; Chacko et al.,
2010). Estos polifenoles poseen gran capacidad antioxidante la cual se debe
principalmente a su estructura fendlica que les permite neutralizar los RL mediante la
donacion de un e 0 atomo de hidrégeno. En contraparte los organismos nos encontramos
expuestos a diversos xenobidticos como son los metales pesados. Entre ellos, los
compuestos de Cr (VI) llaman la atencidn para su estudio debido ya que son ampliamente
utilizados en diferentes industrias y se les ha asociado con el desarrollo de algunos tipos
de cdncer. Se ha observado que son capaces de inducir dafio genotéxico mediante la
generacion de ERO’s y RL generados durante su reduccion intracelular a Cr (lll). Por lo que
en el presente estudio se evalud el efecto de los antioxidantes del té verde (extracto de
polifenoles de té verde, catequinas y kaemferol) sobre el dafio genotdxico y citotdxico
inducido por Cr (VI), mediante la evaluacién de MN y de apoptosis en ratones de la cepa
CD-1 tratados con CrO:s.

Los resultados muestran que la administracion de 30 mg/kg de extracto de polifenoles de
té verde, por via i.g. e i.p. no induce dafos téxicos aparentes, ni incrementan las
frecuencias de MN (cuadro 4 y cuadro 5). Estos resultados concuerdan con estudios
previos que muestran que la administracion de polifenoles del té verde no inducen
genotoxicidad; adicionalmente, la administracion por via oral de polifenoles del té verde
durante 28 dias, en dosis de 625, 1250 y 2500 mg/kg/dia, en ratones ICR no tiene ningun
efecto sobre la genotoxicidad; por el contrario se observé una disminucion significativa al
medir los triglicéridos y los niveles de colesterol (Isbrucker et al., 2006; Zaveri, 2006; Hsu
et al., 2011). Resultados similares se encontraron en estudios clinicos en los que se
observd que la administracion de un extracto acuoso de té verde (6 capsulas/dia para un
total de 714 mg de polifenoles de té verde/dia) durante 3 semanas a hombres sanos no
tiene efectos adversos (Frank et al., 2009). Un estudio, controlado con placebo en
voluntarios sanos informé que la administracién de 800 mg/dia durante cuatro semanas
de EGCG o Polyphenon E (un extracto descafeinado de té verde que contiene 60% de
EGCG) no presentd efectos adversos (Sherry et al., 2005; Sarma et al., 2008).
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Los estudios han sugerido que ingesta “ideal” de té verde es de al menos 3 tazas al dia, las
cuales proporcionan un minimo de 250 mg/dia de catequinas (Kono et al., 1992; Jian et
al., 2004; Boehm et al., 2009). Por lo que la dosis de 30 mg/kg de extracto de polifenoles
de té verde, utilizadas en el presente estudio corresponde al 7.2% de la dosis diaria
deseable. Estos resultados sugieren que el extracto de polifenoles de té verde, no tiene
efectos tdxicos ni genotdxicos en los organismos.

Al administrar 500 mg/kg de catequinas por via i.p., tampoco se encontraron signos de
toxicidad aparente, ni genotoxicidad en los ratones tratados, con base en los resultados
obtenidos al realizarse el analisis de las frecuencias de MN (cuadro 6). Estos resultados
concuerdan con la informacién obtenida previamente para los extractos acuosos de los
polifenoles del té verde donde la mayor cantidad de sus polifenoles son las catequinas,
como el estudio realizado por Ogura et al, (2008) en el cual se observd que la
administracién de 500, 1000 y 2000 mg/kg por dos dias consecutivos, de extractos de té
verde con altas cantidades de catequinas, no se encontraron efectos genotdxicos
utilizando el ensayo de MN en medula dsea de ratéon. En un estudio realizado en 30
voluntarios sanos quienes tomaron en ayuno un extracto de polifenoles del té verde
conocido como Polyphenon E (mezcla de catequinas de té verde descafeinado), en grupos
de dosis Unicas de 400, 800, 6 1200 mg se encontré que fue generalmente bien tolerado
aunque se reporté nauseas leves en la dosis de Polyphenon E mas alta (1200 mg) y en la
condicidn de ayuno Sherry et al., 2005. Ademas un estudio realizado por Oyama et al., en
2010 en hombres fumadores, mostraron que el tratamiento con dosis de hasta 580 mg de
catequinas diariamente durante dos semanas no produce efectos adversos por el
contrario ellos observaron que la concentracion plasmatica de 8-OHdG, IL-6, TNF-alfa, y
FasL soluble disminuyé significativamente durante el tratamiento por dos semanas en el
grupo de dosis mas alta, (580 mg). Por lo que la dosis de 500 mg/kg de catequinas
administrada en este estudio corresponden a la dosis mas baja de las encontradas como
no genotdxicas por Ogura et al., 2008 y al 200% de la dosis diaria de catequinas “ideal”
recomendada en humanos (Kono et al, 1992; Jian et al, 2004; Boehm et al., 2009).

En cuanto a la administracién de 150 mg/kg de kaemferol via i.p. no se encontraron
efectos téxicos aparentes, ni genotdxicos con base a los resultados obtenidos en las
frecuencias de MN (cuadro 6). Estos resultados son consistentes con la informacion
obtenida en un estudio donde se observd que la administracién oral de 50, 100 y 200
mg/kg de kaemferol no tiene efectos adversos en ratas wistar, en contraste se observo
gue este flavonol puede actuar como agente quimiopreventivo en el modelos murinos de
cancer colorectal (Nirmala y Ramanathan, 2011).
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De igual forma se ha encontrado que administracion de flavonoles como kaemferol via i.p.
(25-100 mg/kg) no producen efectos genotdxicos por el contrario estos son capaces de
inhibir de forma dependiente de la dosis el dafio gastrico producido por etanol acidificado
en ratas (lzzo et al., 1994). Por lo que la dosis de 150 mg/kg de kaemferol via i.p
corresponden a la dosis en las cuales no se encontraron efectos adversos en modelos
animales. Los resultados de este estudio sugieren que el tratamiento de ratones CD-1 con
150 mg/kg de kaemferol via i.p. no presenta efectos genotdxicos al evaluarse este
pardmetro mediante el analisis de las frecuencias de MN.

La genotoxicidad de los compuestos de Cr (VI) se demuestra en los grupos que fueron
tratados con 20 mg/kg de CrOs via i.p. en los cuales se observd un incremento en las
frecuencias de MN, siendo constante la significancia estadistica a la hora 48 después del
tratamiento. Este incremento se hace evidente al compararse contra el grupo testigo, lo
cual corrobora el dafio genotdxico reportado previamente para los compuestos de Cr (VI)
(Norseth, 1981; Newman y MclIntosh, 1991; CDPC, 1992; Air Quality Guidelines, 2000;
ATSDR, 2000; Dayan y Paine, 2001; Depault et al., 2004; Ferré-Huguet et al., 2007; Kristen
et al., 2010) y particularmente para el CrOs; (Garcia-Rodriguez et al., 2001; Garcia-
Rodriguez y Altamirano-Lozano, 2006).

En el presente estudio se realizd la evaluacidon del dafio genotdxico inducido por CrOs,
mediante el analisis de la cinética de MN, cada 24 horas de las 0 a las 72 horas después de
administrar el compuesto. Los resultados de este analisis muestran que la administracion
de CrOs incrementa las frecuencias de MN en todas las horas evaluadas, sin embargo la
mayor induccién de MN se observa a las 48 horas. Esto posiblemente se debe a que la
mayor distribucién y biotransformacidn de los agentes quimicos se presenta entre las 24 y
48 horas después de su administracion, aunado al proceso de eritropoyesis en el ratén,
pues por lo general la induccion de MN se observa 12 horas después de la administracién
del compuesto de estudio (Hayashi et al., 1990; Krishna y Hayashi, 2000).

El mecanismo de genotoxicidad de los compuestos de Cr(VI) se ha asociado con la
capacidad que tiene de reducirse a Cr(lll) al atravesar la membrana celular por canales
idnicos no especificos, o bien por el proceso de fagocitosis en el caso de cromatos
insolubles (Valko et al., 2006), ya en el interior de la célula el Cr(VI) se reduce a Cr(V),
Cr(IV) y finalmente a Cr(lll), estas formas reducidas son capaces de interactuar con
moléculas citoplasmaticas, como 4acidos nucleicos, debido a la afinidad a bases
nitrogenadas y grupos fosfato, dando como resultado la formacién de aductos Cr-ADN.
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Durante este proceso de reduccion del Cr (VI), se generan ademas RLy ERO’s que también
son responsables de dafio genotéxico, como rupturas en la cadena de ADN, oxidaciéon de
bases, sitios abdsicos, etcétera (Dayan y Paine, 2001; O’Brien et al., 2003; Jomova y Valko,
2011). Por lo tanto se sugiere que estos efectos también son capaces de conducir a la
formacion de MN en EPC de sangre periférica en los ratones tratados con este compuesto
metalico.

Una vez encontradas las dosis no genotdxicas de los antioxidantes asi como la dosis
genotoxica del CrOs se combinaron los tratamientos con el objetivo de evaluar el efecto de
los antioxidantes del té verde [extracto de polifenoles de té verde (P60), catequinas y
kaemferol] sobre el dafio genotdxico inducido por la administracion de 20 mg/kg de CrOs,
mediante la evaluacién de las frecuencias de MN.

Los resultados muestran que al administrarse 30 mg/kg del extracto de polifenoles de té
verde, in vivo por via i.g., cuatro horas previas a la administracién de CrOs se observé una
disminucién de las frecuencias de MN en EPC en todas las horas evaluadas al compararse
con el grupo tratado sélo con CrOs (cuadro 4), la proteccidn se confirma al realizar en
calculo del NIF (figura 16A), donde se observa una proteccién del dafio ocasionado por la
administracion de CrOs, del 175%, a la hora 24, del 26% a la hora 48 y del 100% a la hora
72 de evaluacién. La proteccién observada es incluso mayor que al administrar té verde ad
libitum (Garcia-Rodriguez et al.,, 2012); esta proteccion puede deberse al efecto
antioxidante, previamente descrito para los polifenoles presentes en el té verde, pues la
evidencia de diversos estudios sugieren que el consumo de los polifenoles del té verde es
capaz de reducir los efectos adversos ocasionados por la oxidacion del ADN; sin embargo
la frecuencia de MN a la hora 48 aun es significativa al compararse con el grupo testigo lo
gue sugiere una proteccion de dafio genotdxico parcial, esto posiblemente se deba a la
baja biodisponibilidad de los polifenoles tras haber sufrido el proceso de metabolizacién
en el tracto gastrointestinal.

Estudios realizados recientemente han encontrado que la biodisponibilidad difiere
notablemente entre polifenoles, pues al ser metabolizados circulan en el organismo como
derivados sultafatados, metilados o bien glucuronizados (Lee et al., 2002; Meng et al.,
2002), que si bien estos también poseen capacidad antioxidante, esta es mucho mas baja
que la descrita para los polifenoles del té verde sin metabolizar. Otro estudio realizado en
ratas mostré que los niveles de EGCG en los tejidos y la sangre correspondian a 0.0003-
0.45 % de la dosis ingerida inicialmente, lo que demuestra la pobre biodisponibilidad de
los polifenoles del té verde (Nakagawa y Miyazawa, 1997; Lee et al, 2002; Lambert y Yang,
2003; Laurie et al., 2005).
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Suganuma et al., (1998) encontraron que después de una dosis Unica de [3H]-EGCG tanto
en rata como en ratén via i.g, la radiactividad se puede detectar en todo el cuerpo
después de 24 horas en porcentajes bajos, sélo el 10 % de la dosis inicial presente en
sangre y aproximadamente 1% en el cerebro, pulmdn, corazén, higado, rifién y otros
tejidos. Por lo que se demuestra que la biodisponibilidad difiere notablemente de un
polifenol a otro, esto puede deberse a varios factores tales como la dosis administrada de
los polifenoles, la variacion interindividual en el metabolismo de los componentes del té y
principalmente la via de administracién utilizada; es por ello que con el objetivo de
observar un efecto mas directo sobre la proteccién del dafio genotdxico ocasionado por el
CrOs y considerando la importancia que tiene la via de administracion se opté por realizar
la administracién de los polifenoles estudiados por via i.p. ya que se ha mostrado que la
administracién de farmacos por via i.p. puede incrementar considerablemente Ia
concentraciéon en plasma en comparacién con vias de administracion enterales. La
administracidon via i.p. se considera apropiada para este tipo de compuestos debido al
control sobre las dosis real recibida por el organismo, ademas de que la biodisponibilidad
del compuesto sera del 100%(Dedick y Flessner, 1997).

Por lo que al administrarse 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde, por via i.p.,
cuatro horas previas a la administracion de CrOs; se observé la disminucion de las
frecuencias de MN en todas las horas evaluadas, al compararse con el grupo tratado sélo
con CrOs (cuadro 5), proteccion que se confirma al realizar el calculo del NIF, donde se
observa proteccidn del 50%, 83%, y 81% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente después
del tratamiento (figura 16B), la proteccion observada al administrar extracto de
polifenoles de té verde, por via i.p es mucho mas efectiva que al administrar el extracto
de polifenoles de té verde, por via i.g. Se sabe que la capacidad antioxidante de los
polifenoles del té verde se debe a su estructura fendlica que les permite neutralizar los RL
mediante la donacion de un e o atomo de hidréogeno. Los polifenoles suprimen la
generacion de RL, que en este caso serian los RL generados durante la reducciéon de Cr (VI)
a Cr (Ill), disminuyendo asi la tasa de oxidacion mediante la inhibicién o la desactivacion
de la formacidn de las especies reactivas y precursores de RL.

Con frecuencia, los polifenoles actian como eliminadores “directos” de radicales en las
reacciones en cadena de la peroxidacién de lipidos (interruptores de la cadena),
interrumpen la cadena al donar un electrén al RL, neutralizando los radicales vy
convirtiéndose ellos mismos en radicales menos reactivos, deteniendo asi las reacciones
en cadena, ademas de eliminacion de RL, los polifenoles son conocidos también como
formadores de quelatos metalicos (Cadenas y Packer, 2002; Escamilla et al., 2009).
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La quelacién de metales de transicion tales como Fe?* puede reducir la tasa de reaccion de
Fenton, evitando asi la oxidacidon causada por los radicales *OH altamente reactivos
(Pietta, 2000; Cadenas y Packer, 2002; Martinez et al., 2002; Escamilla et al., 2009; Guo et
al., 2009; Perron y Brumaghim, 2009; Tsao, 2010).

Al administrar 500 mg/kg de catequinas cuatro horas previas al tratamiento con CrOs se
observé la disminucién de las frecuencias de MN en EPC en todas las horas evaluadas al
compararse con el grupo que fue tratado Unicamente con CrOs (cuadro 6), proteccion que
se confirma al realizar el célculo del NIF, donde se observa proteccién del 75%, 68%, y 83%
a las 24, 48 y 72 horas respectivamente después del tratamiento (figura 18). Los
porcentajes de proteccién son mayores que los observados en el grupo tratado con
extracto de polifenoles de té verde, via i.p. a las horas 24 y 72; sin embargo a la hora 48 se
presentd la muerte de un organismo lo cual sugiere un efecto téxico sinérgico de las
catequinas en combinacién con CrOs lo cual pudiera estar relacionado con la capacidad
pro-oxidante mostrada para la EGCG.

La dosis administrada en este estudio (500 mg/kg de catequinas via i.p.) contiene un 60%
de EGCG (30mg) y se sabe que esta la catequina mds abundante y con mayor actividad
antioxidante del té verde para la cual se ha reportado que es capaz de inducir por si
misma o incrementar el dafio genotéxico inducido por agentes mutdgenos, cuando se
emplean dosis elevadas (Imanishi et al., 1991; Weisburger, 1997; Hsu et al., 2011).
Estudios in vitro indican que el tratamiento de hepatocitos de rata con altas dosis de EGCG
resulta en la reduccion de la viabilidad celular (Schmidt, 2005; Galati et al., 2006). Un
estudio realizado por Hirose et al., (2001), quienes observaron el incremento del riesgo de
cancer de colon en ratas tratadas con catequinas del té verde como lo es la EGCG. Lo que
sugiere un posible efecto pro-oxidante al administrar 500mg/kg de catequinas al 100% las
cuales contiene el 60% de EGCG que es considerado como uno de los polifenoles con
mayor capacidad antioxidante, por lo que es capaz de actuar como pro-oxidante a altas
concentraciones.

Al administrar 150 mg/kg de kaemferol cuatro horas previas al tratamiento con CrOs se
observé la disminucion de las frecuencias de MN en EPC en todas las horas evaluadas al
compararse con el grupo que fue tratado Unicamente con CrOs (cuadro 6), esta proteccion
que se confirma al realizar el calculo del NIF, donde se observa proteccion del 38%, 88%, y
72% a las 24, 48 y 72 horas respectivamente después del tratamiento (figura 18).
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Los porcentajes de proteccidon podrian ser comparables con el grupo que fue tratado con
extracto de polifenoles de té verde, via i.p. cuatro horas previas a la administracion de
CrOs, pues en ambos grupos se presenta proteccion del dafio genotdéxico mayor al 80% a
las horas 48 y 72 que corresponden a las horas de mayor induccidn de dafio por parte del
CrOs, (Garcia-Rodriguez et al., 2001).

En estudios previos se observd la capacidad del kaemferol para reducir el riesgo de
desarrollar algunos tipos de cancer, en lineas celulares de cancer colon, de melanoma
humano y células de cancer de prdstata. Se encontré que este flavanol tiene efecto
antiproliferativo (Lee et al., 1998; Casagrande y Darbon, 2001; Knowles et al., 2000; Li et
al., 2009). Un estudio reciente ha mostrado que este flavonol ejerce un efecto
antiproliferativo en la linea celular de cancer de mama MDA-MB-453 (Choi y Ahn, 2008).
Incluso se habla de su posible uso del flavonol como agente quimiopreventivo en el
tratamiento de céncer colorrectal, ya que su accion es comparable a la de irinotecan, el
farmaco de primera linea utilizado en el tratamiento de este tipo de cancer (Nirmala y
Ramanathan, 2011). Asimismo se realizé un estudio que da a conocer una respuesta
sinérgica y aditiva entre los dos flavonoles mds comunmente ingeridos en la dieta
humana, quercetina y kaemferol, sobre la proliferacion celular en las lineas intestinales
humanas Caco-2 y hutus-80 y en la linea celular de carcinoma de mama PMC42,
mostrando que una combinacidn de, kaemferol y quercetina es mas eficaz en la reduccién
de la proliferacion de células cancerigenas que al aplicarse solamente quercetina o
kaemferol (Leigh-Ackland et al., 2005). En el mismo sentido Lim et al., en 2011
encontraron que un extracto conocido como EGb761, que contiene flavonoles, como el
kaemferol es capaz de reducir el riesgo de desarrollar ateroesclerosis de forma
dependiente de la dosis en modelos de ratas obesas resistentes a la insulina que fueron
tratadas durante 6 semanas con dosis de 100 mg/kg/dia y 200 mg/kg/dia del extracto.

Estudios en humanos como el realizado con pacientes voluntarios en la Universidad de
California, se observé que los participantes que ingerian frutas y bebidas con alto
contenido de flavonoides, mostraban un menor desarrollo del cancer de pulmdn. Por lo
gue se sugirié que los flavonoides fueron los que inhibieron este efecto y particularmente
las catequinas, el kaemferol y la quercetina (Cui et al., 2008).
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Al evaluar la citotoxicidad, mediante las frecuencias de EPC con respecto a los ENC, se
observé una alta variabilidad en las frecuencias de EPC. Pues si bien se ha descrito que el
dano citotdxico puede determinarse por la disminucidon de las frecuencias de EPC con
respecto a los ENC, la evaluacién de este pardmetro debe tomarse con reserva, esto es
debido a que cuando un compuesto causa la muerte celular, también pueden activarse los
mecanismos de division celular y por tanto ocultar el efecto (Krishna et al., 1986; Hayashi
et al., 2000). Es por ello que se evalud la viabilidad célular y la induccién de apoptosis en
leucocitos de sangre periférica de los diferentes grupos tratados con 30 mg/kg de extracto
de polifenoles de té verde, via i.p., 500 mg/kg de catequinas, via i.p., 150mg/kg de
kaemferol via i.p., 20 mg/kg de CrOs via i.p., extracto de polifenoles de té verde cuatro
horas previas al tratamiento con CrOs, catequinas cuatro horas previas al tratamiento con
CrOs y kaemferol cuatro horas previas al tratamiento con CrOs.

Las evaluaciones de cada grupo se llevaron a cabo a las 48 horas después de la
administracién de cada tratamiento, debido a que es la hora de mayor induccién de MN
por parte del CrOs de acuerdo a estudios realizados previamente en nuestro grupo de
trabajo (Garcia-Rodriguez et al., 2001). El hecho de que se haya optado por evaluar la
muerte celular en leucocitos se debe a que al igual que los eritrocitos, conforman uno de
los tipos celulares del tejido hematico, sin embargo los leucocitos tiene la caracteristica de
presentar nucleo los cual es importante ya que permite la observacién de los cambios
morfoldgicos nucleares que se llevan a cabo en el proceso de apoptosis.

El analisis de resultados del analisis de viabilidad celular en leucocitos, muestra que el
grupo tratado unicamente con CrOs se incrementa significativamente la frecuencia de
células viables apoptdticas en comparacién con el grupo testigo (figura 23). Esto puede
estar relacionado con la liberaciéon de ERO’s durante el proceso de reduccién de Cr (VI) a
Cr (ll1), ya que como se ha descrito previamente, el incremento de ERO’s en el interior de
la célula, es uno de los factores que pueden desencadenar la muerte celular
particularmente la muerte por apoptosis.

Estos resultados son consistentes con lo reportado inicialmente por Blankenship et al.,
(1994), ellos observaron que las células de ovario de hamster chino tratada con Cr (VI)
exhibieron caracteristicas apoptéticas, analizadas con la tincion con NA. Mas tarde Wang
et al., (2006), encontraron que la administracién oral de Cr (VI) a ratones, indujo dafio al
ADN y muerte celular por apoptosis, ademds observaron incremento de las ERO’s en
higado.
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Un estudio realizado por Shi et al., (1999), sugiere que las ERO’s contribuyen a los efectos
tempranos de la apoptosis inducida por Cr (VI) a través de un mecanismo independiente
de p53, mientras que los efectos apoptoticos podrian ser bloqueados en presencia de
eliminadores de ERO’s, tales como la catalasa. Bagchi et al., (2001) también han mostrado
gue un aumento en la produccion de ERO’s se correlaciona con la muerte apoptética de
manera dependiente de la concentracién de Cr (VI). Por lo que sugerimos que la alteracién
del estado oxidativo intracelular tiene el potencial de desencadenar o sensibilizar una
célula al proceso de apoptosis, por lo tanto las ERO’s generadas a partir de la reduccidn
intracelular de Cr (VI) a Cr (lll), juega un papel importante en la via de sefalizacién de la
apoptosis. Sin embargo la evaluacion de los cambios morfoldgicos nucleares de la célula
es considerada como uno de los primeros pasos a seguir para la identificacion de la
muerte celular, ya que se recomienda complementar la evaluacion de este proceso con el
uso de métodos mads precisos como la cuantificaciéon de la expresion génica y de
marcadores moleculares bcl-2, p53, p21, caspasas entre otros (Kroemer et al., 2008).

Cuando se administré el tratamiento de 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde,
se observd un incremento significativo en el nimero de células viables apoptéticas en la
evaluacion de las células viables totales que se analizd bajo la prueba estadistica chi
cuadrada. Al realizar el analisis de los promedios de células viables apoptdticas aun se
observa este incremento; sin embargo este no es estadisticamente significativo al realizar
la prueba estadistica ANOVA (figura 23). Previamente se han realizado estudios en los
cuales se ha encontrado que los polifenoles del té verde poseen una accidén cancerigena
directa mediante la induccion de la apoptosis, por ejemplo estudios sugieren que los
polifenoles del té verde pueden unirse directamente a ciertos dominios de las proteinas
de la familia Bcl-2 y Bcl-X, que tienen accién antiapoptética al analizarse con ayuda de
espectroscopia. Al inhibir a estas proteinas, se conseguiria una accidon pro-apoptética en
las células tumorales (Leone et al., 2003; Qin et al., 2007). Otros estudios han encontrado
que los polifenoles del té verde, tales como EGCG y ECG inhiben el crecimiento del cancer
de pulmon humano (linea celular PC-9) mostrando ademas que la inhibicion del
crecimiento celular fue acompanado por la detencion del ciclo celular en la fase G2/M
(Okabe et al., 1997; Fujiki et al., 1998) lo que podria estar relacionado con la actividad
apoptética de estos polifenoles.
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Cuando se administraron los extractos de polifenoles de té verde cuatro horas antes del
tratamiento con CrOs, se observd un incremento significativo en las células viables
apoptoéticas al realizar el analisis con la prueba chi cuadrada, este incremento significativo
es consistente al analizar los promedios con la prueba estadistica ANOVA (figura 23). El
incremento de las células viables apoptoticas fue ain mayor que el observado después del
tratamiento sélo con CrOs. Estudios afirman que los polifenoles del té verde no sdélo actua
inhibiendo las proteinas de la familia Blc-2, sino que también estimula la expresién de los
genes Bax y Bak, que son proteinas pro-apoptéticas. Esto se ha visto en diferentes tipos de
cancer, como el condrosarcoma (Kanwar et al., 2012). En el mismo sentido se ha mostrado
que los polifenoles del té actian sobre la proteina cinasa 2, esto en estudios sobre la
leucemia promielocitica aguda (Britschgi et al., 2010). Otros estudios sugieren que la via
de las caspasas es otro punto de accién de los polifenoles del té verde, como indican
estudios realizados en células de adenocarcinoma de mama que carecian de receptores de
estrégenos en las que se observd una activacion de la caspasa-3 (Roy et al., 2005). Otro
experimento, realizado sobre células de tumor gastrointestinal de células estromales
(GIST), en el cual se incluian células resistentes al imatinib, se encontrd que el EGCG inhibe
el crecimiento celular y estimula la muerte celular dependiente de caspasas (Chi et al.,
2009). Los datos observados en este estudio nos muestran una mayor induccién de la
apoptosis después de un tratamiento combinado (extracto de polifenoles de té verde y
Cr03), esto sugiere que el proceso apoptdtico puede contribuir a eliminar las células con
ADN dafiado inducida por Cr (VI).

Por otra parte en el analisis de apoptosis tras realizarse el cdlculo chi cuadrada (figura
24A) de los grupos tratados con catequinas, kaemferol, CrOs, catequinas cuatro horas
previas al tratamiento con CrO3 y kaemferol cuatro horas previas al tratamiento con CrQOs,
se observo que las células viables apoptdticas disminuyen significativamente en los grupos
tratados con catequinas, kaemferol, CrOs3 y catequinas previo a la administracion de CrOs,

Se observé que las células no viables apoptéticas disminuyen significativamente en los
grupos que fueron tratados con CrOsz y kaemferol previo a la administracién de CrOs e
incrementan significativamente en el grupo tratado con catequinas previo a la
administracion de CrOs en comparacion con el grupo tratado sélo con CrOs, Sin embargo
estos resultados no son consistentes con el andlisis de los promedio tras realizar el andlisis
con la prueba ANOVA (figura 24B) se puede observar en células viables apoptdticas una
disminucidn en todos los grupos tratados, aunque ninguno resulto significativo.
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Estos resultados son contrastantes con lo previamente reportado en diversos estudios los
cuales observaron efecto pro-apoptético tras el tratamiento con catequinas. Un estudio
en el que se muestra una relacién entre la dosis de catequinas del té verde y la tasa de
apoptosis en células tumorales, de cancer de vejiga (Philips et al., 2009). Ademas la
induccién de la apoptosis por catequinas también se ha mostrado en células de leucemia,
células de carcinoma epidermoide humano, carcinoma de queratinocitos humanos y
células de carcinoma de préstata humanos (Hibasami et al., 1996; Ahmad et al., 1997). En
un estudio realizado por Randall et al., (1989) ellos observaron que las catequinas del té
verde tienen actividad antioxidante hacia peréxido de hidrégeno (H;0,) y el radical Oy,
impidieron la inhibicidn de la comunicacién intercelular en hepatocitos de ratéon en cultivo
B6C3F1 y queratinocitos humanos (células NHEK) inducida por el radical H,0, ademas el
tratamiento con las catequinas del té verde evitd la muerte de los hepatocitos (medida
por la liberacién de lactato deshidrogenasa) de una manera dependiente de la
concentracion.

El tratamiento con 150 mg/kg de kaemferol no indujo la muerte celular por apoptosis
estos resultados contrastan con lo observado por Sharma et al.,, (2007) en el que se
investigd el efecto de kaemferol en células de glioblastoma humano. El kaemferol indujo
la apoptosis en células de glioma mediante la elevacién de estrés oxidante intracelular
[aumento en la generacion de ERO’s, acompafiado de la disminucién en los agentes de
barrido oxidante tales como la superdxido dismutasa (SOD-1) y tiorredoxina (TRX-1)]. Es
importante destacar que, en este estudio el kaemferol potencié el efecto toxico del
agente quimioterapeutico utilizado como control positivo (doxorrubicina) mediante la
amplificacion de la toxicidad ocasionada por ERO’s y la disminucidn del flujo de salida de
la doxorrubicina. Mas tarde un estudio realizado por Yoshida et al., (2008) en el que
observaron que el tratamiento combinado con kaemferol y el factor de necrosis tumoral
relacionado al ligando inductor de apoptosis (TRAIL) induce drasticamente la apoptosis en
las células SW480 de cdncer de colon humano, en comparacion a los tratamientos
individuales.

En 2009 Li et al., estudiaron el efecto anti-proliferativo del kaemferol sobre las células de
cancer de colon humano en la linea HCT116, ellos observaron que inhibié el crecimiento
dependiente de p53 y de la apoptosis. Asimismo, kaemferol induce la liberacion del
citocromo c de la mitocondria y activa la caspasa-3. Sugiriendo que kaemferol podria ser
un candidato potente para el tratamiento del cancer colorrectal.
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En 2008 Choi y Ahn mostraron los efectos de kaemferol sobre las células de carcinoma de
mama humano MDA- MB-453, ellos observaron que este flavonol inhibe la proliferacién
celular mediante la interrupcion del ciclo celular, que estad fuertemente asociada con la
induccién de la detencién en la fase G2/M y pueden inducir a apoptosis a través de la
fosforilacién de p53. Del mismo modo Zhang y Fang (2005) observaron que un extracto de
kaemferol de Gingko biloba es capaz de inhibir la proliferacion de células de cancer de
pancreas analizado mediante recuento directo de la incorporacién de 3H-timidina a las
células y ensayo de MTS ademas reportaron que kaemferol induce apoptosis.

Las diferencias observadas en nuestros resultados con los datos reportados previamente
en la literatura posiblemente se deban a que los estudios fueron realizados con extractos
de kaemferol obtenidos de plantas con altas concentraciones de este flavonol, como el
Gingko biloba. En ninguno de los estudios citados el kaemferol fue extraido del té verde
(Camellia sinensis), como lo es el extracto utilizado en este estudio. Con base en
experimentos in vitro, se han propuesto muchos mecanismos para explicar la actividad de
kaemferol; sin embargo la importancia de algunos de estos estudio in vivo permanece en
cuestion debido a una comprension incompleta de la biodisponibilidad del kaemferol y a
qgue las concentraciones utilizadas muchas veces son mayores a las encontradas en
condiciones in vivo.

De manera complementaria a la evaluacion de la citotoxicidad y a la induccion de muerte
por apoptosis, se realizd el analisis de la viabilidad celular, mediante los resultados
obtenidos del ensayo de apoptosis en leucocitos de sangre periférica. En este andlisis se
tomaron en cuenta como células viables totales a las células viables apoptéticas y las
células viables no-apoptoéticas y como células no-viables totales a las células no-viables
apoptaéticas y las células no-viables no-apoptéticas.

El analisis mostré que el tratamiento extracto de polifenoles de té verde, y el tratamiento
con extracto de polifenoles de té verde previo al tratamiento con CrOs, no modifica
significativamente la viabilidad celular puesto que estos resultados son consistentes al
analizar los datos de células viables totales con chi cuadrada asi como al analizar los
promedios de viabilidad celular con la prueba estadistica ANOVA (figura 20), por lo que se
sugiere que los polifenoles del té verde no modifican la estabilidad celular.
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Por el contrario en los grupos que fueron tratados con catequinas, kaemferol, CrOs,
catequinas cuatro horas previas a la administracién de CrOs; y kaemferol cuatro horas
previas a la administracién de CrOs, se observé una disminucidn significativa en el nimero
de células viables totales en todos los grupos evaluados y un incremento significativo en el
numero de células no viables totales en todos los grupos evaluados, esto al realizar la
prueba de chi cuadrada (figura 21); sin embargo al realizar el anélisis de los promedios de
viables células evaluadas con la prueba estadistica ANOVA, los grupos tratados con
kaemferol y catequinas previo a la administracion de CrOsz presentan una disminucién
significativa. Al analizar los promedios de las células no viables, de igual forma los grupos
tratados con kaemferol y catequinas previo a la administracién de CrOs; presentan un
incremento estadisticamente significativo. Puesto que estos datos son consistentes con lo
observado en las células viables totales y no-viables totales al analizarse con la prueba
estadistica chi-cuadrada, los resultados nos sugieren un efecto citotdxico notable al
administrar 150 mg/kg de kaemferol y 500 mg/kg de catequinas previo a la administracién
de 20 mg/kg de CrOs.

En el caso catequinas esto posiblemente se deba a las altas concentraciones de EGCG,
para las cuales se ha descrito después de la quercetina la mayor capacidad antioxidante,
ademas de ser las de mayor presencia en el extracto de catequinas del té verde (60%)
(Schmidt et al., 2005; Galati et al., 2006). Por su parte, sobre el kaemferol existen estudios
previos realizados en cultivos celulares con altas concentraciones del flavonol que indican
que este es capaz de reducir la viabilidad de células A549 de manera dependiente de la
dosis y del tiempo de exposiciéon al flavonol (Nguyen et al., 2003). Esto sugiere que el
tratamiento ya sea con catequinas, con kaemferol o con CrOs tiene efecto citotdxico
notable.

Por su parte los grupos que fueron tratados con catequinas cuatro horas previas a la
administraciéon de CrOs y kaemferol cuatro horas previas a la administracion de CrOs;
inducen la muerte celular lo que sugiere que estos polifenoles actuan bajo su mecanismo
antioxidante, evitando asi los dafios ocasionados por el CrOs.
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En resumen, el presente estudio demuestra que la administracion de CrOs via i.p. podria
inducir dafio en el ADN y apoptosis, estos efectos son dependientes del tiempo. La
formacién de ERO’s y RL puede desempefiar un papel esencial dafio al ADN mediado por
en el Cr (V1) y la apoptosis in vivo. Por otra parte, los extracto de polifenoles de té verde,
administrados via i.p. son capaces de reducir el dafio genotdxico inducido por el Cr (VI)
mas eficazmente que el tratamiento con catequinas o con kaemferol por la misma via de
administracién. Se observé la mayor proteccién a las 24 horas después del tratamiento
con CrOs via i.p. (figura 16). La proteccién se da en el siguiente orden: 50% a las 24 h,
>83% alas 48 hy >81% a las 72 h después del tratamiento. Con base en estos resultados,
los extracto de polifenoles de té verde, pueden proteger eficazmente contra el dano
genotoxico en los ratones CD-1 tratados con Cr (VI).

Los efectos benéficos del extracto de polifenoles de té verde podrian ser el resultado de la
inhibicion de ERO’s y RL, generados por el estrés oxidativo causado por el Cr (VI) y por la
actividad inductora de apoptosis del extracto. Existe evidencia que demuestra que el
consumo regular de té verde puede reducir el dafo genotdxico. Por lo tanto, este estudio
contribuye con pruebas in vivo que demuestran que los polifenoles del té verde pueden
proteger contra el dafio genotdxico inducido por carcindgenos relacionados con el estrés
oxidante, tales como compuestos de Cr (VI).
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Conclusiones y comentarios finales

e El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde por via i.g. e
i.p., asi como los tratamientos de 500 mg/kg de catequinas por via i.p. y 150 mg/kg
de kaemferol por via i.p. no inducen dafio genotdxico, ya que no incrementaron de
manera significativa la frecuencia de MN.

e El tratamiento con 20 mg/kg de CrOs por via i.p. induce dafio genotédxico, ya que
incrementa significativamente la frecuencia de MN a las 48 y 72 horas después de
su aplicacion.

e El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del té verde por via i.g.
previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrOs por via i.p. disminuye el dafio
genotodxico ocasionado por CrOs alas 24, 48 y 72 horas en el siguiente orden: hora
24 (175%) > hora 72 > (100%) > hora 48 (26%), sin embargo a la hora 48 esta
disminucién aun es significativa comparada con el grupo testigo, lo que sugiere
una proteccidn de dafo genotdxico parcial.

e El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del té verde por via i.p.
previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrOs por via i.p. disminuye el dafio
genotdxico ocasionado por CrOs, ya que disminuyd las frecuencias de MN en el
siguiente orden: hora 48 (83%) > hora 72 (81%) > hora 24 (50%).

e El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por via i.p. previo al tratamiento con 20
mg/kg de CrOs por via i.p. disminuye el dafio genotdxico ocasionado por CrOs, ya
que disminuyd las frecuencias de MN en el siguiente orden: hora 72 (83%) > hora
24 (75%) > hora 48 (68%).

e El tratamiento con 150 mg/kg kaemferol por via i.p. previo al tratamiento con 20
mg/kg de CrOs por via i.p. disminuye el dafio genotdxico ocasionado por CrOs, ya
gue disminuyd las frecuencias de MN en el siguiente orden: hora 48 (88%) > hora
72 (77%) > hora 24 (38%).
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El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del té verde por via i.g.
previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrOs por via i.p. al igual que el tratamiento
con 500 mg/kg catequinas por via i.p. previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrOs
por via i.p. no modificaron la relacién de EPC con respecto a los ENC, sin embargo
estos datos deben tomarse con reserva.

El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del té verde por via i.p.
previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrOs por via i.p. lo mismo que el
tratamiento 150 mg/kg kaemferol por via i.p. previo al tratamiento con 20 mg/kg
de CrOs por via i.p. modificaron la relacién de EPC con respecto a los ENC, a las
horas 24 y 48 después del tratamiento sin embargo estos datos deben tomarse con
reserva.

Los tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles del té verde via i.p. y el
tratamiento con 500 mg/kg de catequinas via i.p. no disminuyen la viabilidad
celular, ya que no incrementan significativamente el numero de células no viables,
en comparacion con el grupo testigo.

El tratamiento 150 mg/kg de kaemferol via i.p. disminuye la viabilidad celular, ya
que incrementa significativamente el numero de células no viables en comparacion
con el grupo testigo.

Los tratamientos con 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde por via i.p.
previo a 20 mg/kg de CrOs por via i.p. y el tratamiento con 150 mg/kg kaemferol
por via i.p. previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrOs por via i.p. no disminuyen
la viabilidad celular ya que no incrementan significativamente el nimero de células
no viables en comparacidn con el grupo testigo.

El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por via i.p. previo al tratamiento con 20
mg/kg de CrOs por via i.p. disminuye la viabilidad celular ya que incrementa
significativamente el numero de células no viables en comparacién con el grupo
testigo.
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El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde via i.p. al igual
qgue los tratamientos con 500 mg/kg de catequinas via i.p. y 150 mg/kg de
kaemferol via i.p. no incrementan significativamente el nimero de células viables
apoptoticas y células no-viables apoptdticas en comparacién con sus respectivos
grupos testigo.

El tratamiento con 30 mg/kg de extracto de polifenoles de té verde por via i.p.
previo al tratamiento con 20 mg/kg de CrOs por via i.p. incrementa
significativamente el nimero de células viables apoptdticas en comparacion con el
grupo testigo, lo que sugiere que este es el posible mecanismo por el cual el
extracto de polifenoles disminuye las frecuencia de MN.

El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por via i.p. previo al tratamiento con 20
mg/kg de CrOs por via i.p. disminuye significativamente el nimero de células
viables apoptéticas en comparacién con el grupo testigo e incrementa
significativamente las células no-viables apoptéticas en comparacion con el grupo
tratado sélo con CrOs lo que sugiere que este es el posible mecanismo de
reduccion de MN por parte de las catequinas.

El tratamiento con 150 mg/kg kaemferol por via i.p. previo al tratamiento con 20
mg/kg de CrOs; por via i.p. no modifica significativamente nimero de células
viables apoptéticas y células no-viables apoptéticas en comparacion con el grupo
testigo.

El tratamiento con 500 mg/kg catequinas por via i.p. previo al tratamiento con 20
mg/kg de CrOs por via i.p. indujo la muerte de un ratén a la hora 48 después del
tratamient, lo que sugiere que la combinacion de catequinas y CrOsz presenta un
efecto téxico sinérgico induciendo letalidad; sin embargo esto puede corresponder
a la variacién interindividual.
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EFFECT OF POLYPHENOL EXTRACT FROM GREEN TEA [PG0] ON
GENOTOXIC AND CYTOTOXIC DAMAGE INDUCED BY Cr (IV) IN MICE CD-1
STRAIN

Garciz-Rodriguez, M.C.*; Carvente-Jugrez, M.M., Montafio-Rodriguez, A.R. and
Altamirano-Lozano, MA.

Unidad de Investigacion en Gengtica v Toxicologia Ambiental (UNIGEN). Faculiad
de Estudios Superniores “Zaragoza”, UNAM. PO Box 9-020, C.P. 15000, D.F.,
México. Tel. 56230772, *carmen.garcia@unam._mx

Green tea's polyphenols have been associated with beneficial effects against the
development of diseases related to oxidative stress. These effects include the
capture of free radicals and reactive oxygen species (ROS), the regulation of cell
growth and the induction of detoxifying enzymes. On the other hand, compounds of
Cr (V1) within the cell generate ROS during its reduction to Cr (111}, inducing DNA
damage. In this study we evaluated the effect of an exract of green tea
polyphenols [P60] on the genotoxic and cytotoxic damage induced by Cr (V1) DNA
damage was analyzed with the MM assay by scoring the total MM found in 2000
polychromatic enythrocytes (PCE), while cytotoxicity was evaluated by scoring the
PCE ratio respect to the normochromatic erythrocytes (NCE) in a total of 1000
cells. We used the acridine orange technique in peripheral Blood of mice CDA
strain. Groups of 5 mice were treated as follows: 1) control group (vehicle
administered orally by gavage); 2) PS0 group (30 mg'kg PG0 orally by gavage); 3)
CrCs group (20 mofkg Croz by ip. route); 4) PE0 + Cr0z (30 magkg PE0 by gavage
4 hours before the administration of 20 mgkg Crl; by iJp. route). Blood samples
were ohiained from the tzil vain at 0, 24, 48 and 72 hours afier each treaiment. The
resulis showed that the sole administration of P60 does not increase the
frequencies of MM, while the Crls treatment shows a statisticalty significant
increase in the frequencies of MN at 48 and 72 hours after the treaiment. The
combined treatment (FS0 + Cn0:) showed a decrease in MN frequencies at 24, 48,
and 72 hours after the treatment with CrO3, but the MN reduction at 48 hour was
statisfically significant compared with the control group. Thess results indicate that
the increase of MN by CrO3 is partially blocked by the PE0 exiract of green tea in
the protocol used. However it requires to perform more experiments using different
protocols to have more supported results. On the other hand, the frequency of PCE
was not-modified at any of the treatments evaluated, conciuding that they do not
have a cytotoxic effect.

Financial support was obrained from DGAPA-UNAM IN2177T2.
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MODULATION OF DNA DAMAGE BY PHYTOCHEMICALS (CHLOROPHYLLIN, ASCORBIC ACID AND
POLYPHENOLS), IN CD-1 MICE TREATED WITH HEXAVALENT CHROMIUM

M.C. GARCIA-RODRIGUEZ, M.M. CARVENTE-JUAREZ, G, SERRANO-REYES, C. MACEDO-EVARISTO,
M. ALTAMIRANO-LOZANO

Unidad de Investigacion en Genética y Toxicologia Ambiental {(UNIGEN). Facultad de Estudios Superiores
“Zaragoza®, UNAM. México,

cammen.gar

The antioxidant properties present in some substances of the human diet generate the passibility of their use to counteract
the DNA damage induced by oxidative stress agents. It has been found that some components of fruits and vegetables that
present antioxidant properties sush as ascorbic acid and polyphenols might provide protection against diseases associated
with DNA damage mediatad by reactive oxygen species (ROS) and free radicals (FR)%. Moreover, chlorophyllin (CHL)
exhibits antimutagenic activity, against a variety of environmental and digtary complex mixtures. According to previous
studies, one of the possible antimutagenic mechanisms of CHL is via FR-scavenging?. On the other hand, hexavalent
chromium [Cr (VI)] generates ROS during its reduction to Cr (Ill) leading to DNA damage, and human exposure to these
Compounds is associated with the induction of cancer®, As part of our research program fo evaluate chemopreventive or
chemaprotective potential of diet components, the ability of CHL and antioxidants such as ascorbic acid and polyphenals to
reduce DNA damage induction by Cr (V1) in peripheral blood polychromatic erythrocytes (PCE) of mice was evaluated in
the present study. Groups of five mice were treated with CHL {20 mg/kg), ascorbic acid {100 mg/kg) and phenolic extracts
of green tea [P60] (30 mg/kg) via oral administration, DNA damage was evaluated by the analysis of micronucleus (MN) in
PCE using the acridine orange technique. To evaluate the protection against DNA damage, the treatment of GHL and
antioxidants were administered previous to the treatment with Cr (V1) {20 mgfkg of Cr0O; via intraperitoneal). Bicod samples
were obtained from the tail vein at 0, 24, 48 and 72 h after each treatment. The results showed that the treatments with
CHL, ascorbic acid and P60 did not modify MN-PCE frequency. CrOs treatment significantly increased MN-PCE frequency
being a greater induction 48 h after the injection (about 7 MN-PCE). When the antioxidants ware administrated before the
Cr (V1) freatment, the DNA damage decreased about 56.5% at 48 h for ascorbic acid, and 76% at 72 h for P60. While,
treatment with CHL prior to Gr (V1), MN-PCE frequencies decreased at 48 h (about 50%).These results indicate that the
increase of MN-PCE observed in the group treated with CrOs is blocked by CHL and antioxidants in the used protocol. Due
to the fact that chromium (Vi) compounds induce DNA damage through the generation of ROS during its reduction to Cr
(1), it allows us to suggest that the MN-PCE could be induced by this via and that the possible mechanism of protection
against genotoxic damage of the antioxidants could be through FR scavenging. On the other hand, the frequency of PCE
was not-modified, suggesting a non-cytotoxic effect.

Financial support was obtained from DGAPA-UNAM IN217712.

[1] Cadenas E, Packer L. 2002. Handbock of Antioxidants, 2 ed. New York: Dekker, Inc. USA.

{2] Park KK, Park JH, Jung YJ, Chung WY, Inhibitory effecis of chiorophyliin, hemin and tetrakis(4-benzoic acid) porphyrin on oxidative DNA
damage and mouse skin inflammation induced b y 12-O-tetradecanoyiphorbol-13-acetate as a possibie anfj-tumor promoting mechanism. Mutat
Res. 2003, 542(1-2):89-97.

[3] Nickens KP, Patierno SR, Ceryak S. Chromium gencloxicity. A double-edged sword, Chem Biol Interact. 201 0: 188(2):276-88.
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EFECTO DE LOS POLIFENOLES
EXTRAIDOS DEL TE VERDE SOBRE
EL DAND GENOTOXICO INDUCIDO
POR EL TRIOXIDO DE CROMO EN
RATOMES DE LA CEPA CD-1

Carvente-Juarez Megumr Monsermat,
Ablamiano-Lozano Mario qurtin,
Gareia-Bodrigues Maria del Carmen. *

Unidad de Investigacion en Genética vy
Toxicologia Ambiental (UNIGEN). Facultad de
Estudios Superiores "Zaragoza”, UMAM. PO
Box 9-020, C. P. 15000, D. F., Meéxico. Tel.
56230772, ¥ carmen.garcia@unam.mx

A los polifencles del té verde se han
atribuido efectos benéficos para la salud,
ya gQue sus propiedades antioxidantes
pueden jugar un papel mportante en el
riesgo v la patogénesis de algunas
enfermedades cronicas, como algunos
tipos de «cancer vy enfermedades
cardiovasculares. A su wvez, se ha
reportade gue compuestos metalicos
como bos del Cr {VI) son carcinogénicos e
inducen dano genctdxico mediante Estres
Oxidante, De ahi que, es posible que los
polifencles del t€ verde protejan del danio
genotixico inducido por los compuestos
de Cr {VI}. En este estudic se evaluo el
efecto de un extracto de polifencles dal
te warde [PE0] sobre el dafic genotoxico
y citotxico inducido por Cr {VI}. El dano
al ADN =s2 analizd con el ensayo de MN,
para lo cual se utilize la técnica de
naranja de acridina en sangre periférica
de ratén™, Grupos de cinco ratones
macho de la cepa CD-1 fueron divididos
al azar de la siguiente forma: 1) grupo
cortrol, al cual se le administrd solo el
vehicula por wia oral con ayuda de una
sonda intragastrica; 2) grupe polifencles,
al cual se le administro 30 mg/kg de PO
por wia oral con aywda de una sonda
intragastrica; 3) grupo Cr (VI), al cual se
le administré 20 mgf'kg de CrO; por via
intraperitoneal ¥ 4) grupo pelifencles y Cr
(VI}, a este grupo se le administraron 30
mg/kg de P60 por sonda cuatro horas

antss de la administracion d= 20 magfkg
de CrD: por wia intraperitoneal. Las
muestras de sangre se obtuvieron a las
0, 24, 42 v 72 horas después de cada
tratamiento. Los resultados muestran que
la administracién de P&0 no incrementa
las frecuencias de MM, El tratamiento con
Cridz incrementd de manera
estadisticaments significativa las
frecuencias de MN a las 42 y 72 horas
después del tratamiento. El grupo al que
se le administraron ambos tratamientos
[PS0 + CrD;} mostrd una disminucicén en
las frecuencias de MM en todas las horas
evaluzdas en comparacion con el grupo
que fue solamente tratado con el Crda.
Aunque como se menciond anteriormente
se presenta una reduccién de MN en
todas las horas evaluadas, la frecuencia
de MM obssrvada a las 42 horas resulta
ectadisticaments significativa al
compararse con e grupo testigo. Estos
resultados nos permiten sugerir gue =l
incremento de MN  inducide por la
administracion dal Cr0; es parcialmante
blogueada por el extractc de té werde
P&0 en el protocolo utilizado v que que el
posible mecanismo es mediente  |a
inactivacion de los radicales libres v
espacies reactivas de oxigeno generados
durante la reduccidn del Cr (VI) al Cr
[III}. Sin embargo, es necesario llevar a
cabo nuevos experimentos usando otros
protocolos ¥ ensayos gque apoyen estos
resultados. Por ofra parte, la frecuencias
de eritrocitos policromaticos con respecto
a los eritrocitos normocromaticos no se
afectaron en ninguno de los tratamientos
utilizados, lo gque suguiere que no hubo
efectos citotowicos al ser evaluade este
parameiro con este ensayo. E apoyo
financiero se obtuve de DGAPA-UNAM
INZ2IFFIZ.

[1] Hayashi, M., Morita, T., Kodama, ¥., Sofuni, T.,
Ishidate, M., 1990. The micronucleus assay with
mouse  peripheral  blood  reboulocytes  using
aidine orange-coated  sides. Mutat Res. 245,
245249,
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justificado)

El té verde es fuente importante de catequinas, a las que se les atribuyen efectos benéficos para la salud
debido a sus propiedades antioxidantes. En contraparte se sabe que compuestos metalicos como los de
Cr (VI) son carcinogénicos e inducen dafio genotdxico mediante estrés oxidante. Este estudio evaluo el
efecto de las catequinas sobre el dafio genotdxico y citotéxico inducido por Cr (VI). El dafio al ADN se
evaluo con el ensayo de micronucleos (MN) y la relacidn de eritrocitos policromaticos (EPC) con respecto
a los normocromaticos (ENC) en sangre periférica. Grupos de cinco ratones macho fueron divididos en: 1)
control, tratado con el vehiculo via intraperitoneal; 2) catequinas, tratado con 500 mg/kg de catequinas
via intraperitoneal, 3) Cr (VI), tratado con 20 mg/kg de CrOs via intraperitoneal y 4) catequinas y Cr (VI),
tratado tanto con las catequinas como con el CrOs. Las muestras se obtuvieron a las 0, 24, 48 y 72 horas
después del tratamiento. Los resultados muestran que el tratamiento con catequinas no incrementa las
frecuencias de MN. El tratamiento con CrOs; incrementd las frecuencias de MN a las 48 y 72 horas. El
grupo tratado con catequinas y CrO; disminuyd significativamente las frecuencias de MN en todas las
horas evaluadas. No se observd modificacion en la relacion de EPC con respecto a ENC, sin embargo se
presenté la muerte de un organismo a la hora 48. Esto nos sugiere que el incremento de MN inducido por
CrOs3 puede ser bloqueado por las catequinas, pero la combinacion de catequinas y CrOs; presenta un
efecto toxico sinérgico generalizado ya que induce letalidad. [Proyecto financiado por PAPIIT-IN217712].

Palabras clave: (3-5 palabras): catequinas, micronucleos, CrOs, antigenotoxico, té verde
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{H} Lrezad with grecn Lea potypcncis (30 meykg) ¥ia gavage (1) imjecied wizy C0), (20 o) B rpersoncaly; () treaied
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L. Intredoction

Green Lea {Cammaiia stnems ) is ome of the most ancien L bewer-
ages, consumed by over two. thirds of the world's popultion.
The principal consftuents are caifi=ne, tannins, and ssseniial
oils. The annins encompass 1 waricty of polyphenclic com-
pounds, induding smportant flvonolds sech as catechins:
(- J-zpicatechin {EC), {-l-epimllocatechin {RGC) and thelr
pallate forms 041 gall n 6Ll () eplcakechin.3-
pallate {FOG) and (-} epagrllocalechn-3-gellee (EGOCH
[1.2]. These compounds are chemecally dasified as diben-
apymans, pyrones, and ther derivatives. The core strudmre
contains 2 diphenylpropane skeleton (Figure {21, The pri-
mary llavoncdds found in fresh green bea lezves are @lechins

{Mavan-3-ols or flzvanols) and the Mavoncls {FAgares 1Xh)
and 1ic), respl (1] In additon, green e comtains other
pobyphenols much as theallavins (Figure Kd)b bot b lower
conceniration than atechins. The polyphenals are alw nal-
urally found in fruils and vegelabdes, as well 25 In drinks soch
= red wine and beer [ 1, 2],

Cirern 22 has atirncied sgnificml atiention recently, Both
in the sdentific 2nd in consemer communities for its health
benefits for a variety of dissases assmcaled with onidaive
siress sach a5 ceneer, cardionscelr, ind neoodegeneraive
diseases |3, 4]. Thebeneficlal efferis of gromn e areatirbuted
Lo theantioxidanl properties of the polyphenobic ompounds.
In addition to the ener chemopreveniiee properties, green
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L=z polyphencls have shown anbl-imdlammatory, antialler-
penic, antiacterial, and antiwiral properties [1-61. 25 well as
arttmulzgenic activity |7].

‘The polyphenal compounds have shown direct effects as
radical scavengpers and melal chelators and indirect etfects
viz the modulaion of ranscipbion fadors and enoymes
[E, ®]. In fad, these mioxidants can infdbit the fooma-
tiom of &- hydroxpdeo xyguanostne (3-0H-dG, 78-dhpdro.8-
oxedeoxypuannsine) i vheo [10, 1. Thes, sbdances with
ardiosidam p hazve omenged as v prevenlives
and coadjuvanls in the treatmenl of dhrondc degencrative
disezses redated to oxidatsee siress and 0A damage.

In contrasl, hexavalenl chromium [Cr (¥} compoznds
are particularly etfeciive al inducing penolonicty by causing
several types of DMA lesions and gene motlatdons, Cr (V1)
compounds have been widely sludied becanse have
varives indestrial applications, induding chromum plating,

melalurgy, pigment manulzciuring, lexher oming, and
wood preservation, and becams: they are assoclaled with
the indedion of cnoer [12]. Or usmlly exics in various
oxidalion states, primarily Or (110 and ©r (v Monethdes,
r (110} 15 an essantial microametrient 2nd plays an riant
role in protein, sugw, and G metabolizn [13]. O (V1) s
mlarly efective 21 indudng genotoxicd Qs

;n“;eﬂn] T;.'.p]-lc: of A lesions u:?pne le:I.:.IJ-lT.:-::IE_‘:' E
Indwced DNA-DMA tiersirand crcas-Bnks, oxidabhe [MA
damagpe, and mulations in the tomor rassor pane
are gn: of the mzjor 2clors that mﬁlq a ﬂ%lrﬁ
role in delermining cellular penoloxiaty |H. 15]. Aocord-
Ing io siudies, Croindooed el
I%ﬂmﬂeﬂqﬂummlmm?}mm
f-cxpdzoxyguanosne], which is 2 form of oddaive IMA
damage [85]. Maeng 2t al. |17] chserved in 3-0341-
di3 levels m DMA when rals were exposed ooCr (V1D and
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supgrest that DHA dmmage caused by Cr (¥} compommds may
be partally assciried with oxidatiee gress Cri{V1) penerates
reactive oeygen spedes (ROS) and free radicals (Fils) wia s
intracellular reductson to O (110} wia the Femion and Haber-
Weiss reaction [I5, 12, 19]. Ahhough the direct relationship
betwern DN A-ROS and chromdem-indoced 84 damage 15
heavily debaied and undiear, there have been several sodies
mp-:rﬂn g the role of ROS InOr dvl]-tﬂn:-rd.gg.umn:lly
cytotoxioty [20]. Moreover, . has been o
o (W) given orally to mice muld induce dose- and Hme-
dent eifeds on ¢ oxidalive siress and
dmlpnplnﬂl [2]- .'.;:lupmhpaz a process In which =il E::lm
initdaled and completed @ an orderty mamner throogh the
aclivalionandior symthests of ducis nece for cell
destraciion |22]. Apopinsis lﬂmﬂmkln mu?'nhunf
phyvsiological and pathobogical proceses and 1s accompanied
charzcieristic ma 2l which Include cyio-
zuric shrinkzgr, plasma membrane blsbbing, condens-
tom or fragmeniztion of nude, and exiznsive degradation of
chromosomal DA, Indesd, many chemoprevenlive agenis

mbylndum?al;lopm;ulmmmﬂmmmppnﬁ
coranmgeness [13 et al |24] cbsereed that BGOOD

not only proteds normal cells against genotoxic alierations
induced by MMNG hul also ebminates cancer zlls wa the
induction of zpoploss i vitro. We previously ohserved that
i vive admindsiration of green bea {ad fFmum for 10 days)
deaased the induction of MM-PCEs mpon Ireztment with
T3y, This resull supports the prolective effects of green za
zminad the penoloxic damage indoced by metal compoends
such as Or {v1). Fowever, the MN-PCEs induced by ©ri,
were only partially hlocked by the addition of gresn fza
(approximately 12%) al days 1 and 2 [25]. This fmding may
be related 1o fzclors much as the orign of the i heoms
it has been cheerved thal the zmoont of polyphenals in 22
plant= 15 infloenced by environmental factors (Le, wealher,
light, nuiziends, alion process, sorape, horicoliore leal
ig.-. ek Als, Fﬁhﬂm repcrl.:d.ﬂl.:‘.tFpo]}'plumlsmﬂn
up more than 30% of the dry weight of tza legves; $0% of
these compounds are @ischins, and 1% are Havomols |26-
2E|. Therefore, as parl of our research program that evaluates
chemoprewentive and chemoproleclive components in the
diet, In ohizin 2 more efficient modulaiion of the genoiodc
indeced by Or (Y1) 2 vive, wedl o
leap I'reml:fhr:d.llldcuﬂ.l.ln lmumﬂdpdﬁ
lic compounds {mirdmam £0% iotal catechins with higher
antioxidam actfvity |Pohphenom €005, and we zmahaed s
zpoptotic adtwily in the peripheral hload of (1.1 mice using
amalysis with differential 2cridine crangerethidum bromide
slaming,

2. Materials and Methods

21 Chemicak. The following test chemicals and reagemis
were chiained from Sigma Chemidals Co (L Lows, MO,
USA)k Cny [CAS no. 1333-82-0]. acridine oramge (AD) [CAS
iz, B127-02-3], ethidium bromdds (EH} |CAS o 1228-45-8],

and gresn k22 pohypheninol extracts {Polyphenon 608 A5 no.
133933.23-2|_

2.2 Amtmalr. Two- Lo three-month-old CI0-1 male mice (28—
iﬁm‘n uszd in the experments. The anitmalks were kept

rcontrolled bemperabore (2270 with 2 12-12 h light-dark
pericd {Hght 07:00-15:00 k). Bddce had free acoess io food
{ Furina-México chow for small rodents) and waler All of Uhe
mice were oblained from Harlan al “Faculad &z Quimia,
Univerddad Kacional Anbdmoma de kéxicn™ {UHAM) and
were acdimated for a two-week period. The Blocthics Com-
mitlee of the “Facohad de Fstdios SuperiorssZaapoa,
UMAM approved the experimental protomls wsed in this
sludy.

23, Experemenial Deskm. The dosage of green iz polyphe-
nols exiract { Fohyphenon 600 was hased on resu i cbtained in
previoes studies, which wtilized other commerdally avadlihle
Pohyphenom &0 [00625-1.25% Body welght) [25] and oor pre-
liredrary studies to determine the maximum tokeraled dose
(M3 that did nol imdece MM-PCES. The Crid, dose was
sdlecied acmording o previons sodies that inbraperiionealy
{1p.) admministersd 20m Thils Criy dosge induced MM-
PCEs in the peripheral blood of mice [30].
‘The green ftza polyphenol extrcls and ©n3y were pre-
in smlulion by dissolving the dry ¢ in sierile
Tﬂﬂﬂﬂ waler. 'pﬁ'pmmm th
the solutions {0.25ml) were adminisiered immediately. The
contzal was Ireated inan idenbical manner with vehicle
only. The evaluabion mriteria and work conditions were et
up according to the OECD guideline (4], Food and Drug
Admenistration (FI3A) guidelines, Environmental Protection
(EPAY guidelmes, and gmidelnes for the festing
ol chemicals spediicd by the Colldborntve Swdy Group
for the Micomockus Test (CSGMT) and the Mammenalian
Mu s Sudy Group of the Environmental of
mmsmﬁﬁ fm'@ﬂre short-lerm momse wmﬂ
blood micrormdeus tes [31-35].
Afler pdtah treatmend doses, the efects of
Lea pdﬂ:-}-:nnlhi]l;:mlﬁm on penoloxic damage in EEDT
h‘ﬂl.l!d mie were evaluaied. This assessmenl was perionmed
MH-PCEs kinelic :.n.:]:r:u |31]. Mice were zsipmed at
o cme of the following groups [ = 5 mice per

i r.rmn:]mued:dmm vedcle {control group).

[2) Ansmals treaded with green ez pohphenol extrac
(30 markg) by gavage.

(3) Ansmals imjected with €0y (20 mgkgl
(1) Ansmals treaded with green ez pohphenol extrac
(30 mgkgh by F'.E and then (4 h lzier) imected

with €0, (2D mg!

24, Mioomudewr Asmay. Slides were covered with AD
and prepared according ip the desorited by
Hayashi et al. [36]. Rriefly, AC was disolved in distilled water
a1 a comezniration of 1 mgymL, and 10 ul. of this solution was
placed om 2 preheated (approcimaledy 700 C) dean plass slide.
The &0 was spraad evenly on the slide by moving a glas
rod back and forth over the dide, which was then adr-dried.
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Firug 2: (3} Flawescnl mioopholograph of CO- mowess peripicral blood colls usng the 40 coaling maand (MOEs, FOEs, =d MH-
PLFsd. (B Morphelogy of vz il 2popiotic &=d nomepopinsc s} and nomsbiz il (2poptoli c 2d noepopiosc s} as 2scscd
by azidise orangeioihidiis, hmeide siainkg. Viable clls stain eniformiy geeen i1, carty apopinsc cofls with inlad plesma Sombrases
appear grees, WA o of condensad chmeiatin i are iphty viskde weihin (21, e apoplobic 2l are stained gl groen-ooangs
becrese: mesheane hichbing stanis fe occie, ER @n enter the <2 {11}, and gpepictic eoeviahic ofs are sained bright orange becrse of the

enery of cihddum bromide o e oels (VI

The AD-ocaled glass dides were stored in 2 dark, dry loqtion
i moom rature 1o rimental mse

To |:1-1.‘|u|1.ehm]:.E MN ﬁwmm'er. = uL pertpheral bleeod
mmples were collecied by percing 2 @il blood vessed of the
midce every 24 h doring a four-day peried (0 4o 72hi The
mﬂumqmﬂi:eddnw:f on :Iliu]:-:mﬁnuﬂ]l treated with
A0 according bo Hayashl el al. [36]. Afler the sample was
placed onthe shide, 3 cowersbp (24 = 50 mm) was tmmedialdy
placed om the shide, and its pdges were sealed with rubber
cement. AQl of the shde preparatioms were kepl in plastic
hoxes in the dark a1 47, These shide preparations @nnaot be
dored Ipmnmuﬂh bt they an he stored for several days
in a refmigerator f the coverslip has heen sealed. T shides
WETE ]npimd for each mouse, and analyss of the gides was
conducted affer 12 h.

PCEs, NiEx and MM-PCED were sdenlifind under 3
fuorescent microscope (Mkon OFTIFHOT-2) using 2 Blue
cxcitation filler and a vellow Barmier filter. The ditferential
A0 staining d.l::l.ln.gl.l]sﬁed PCEs from WOCEs, as POEs were
sained a fluorescent red-orange color due Lo the presence of
ribosomal ERA- The AD saining also identifizd MM-PCEs,
which were slained a flooresoend. green cobor doe 1o their
I A comient {Figure 2015 The MN-PCFsanalyscwas based
on the resuls from 2,000 cells per moase, and the presence of
MN-PCES was meed as 2 marker for genotoxic damage [2£].

25 Apapimts ard Cell Wbty Anghpes To evaluate apop-
tosis and cell wability we used the diferential acridine
orangeicthidium bromide (ACVER) staining, Blood

(100 gL} wiene colbacbed by plercing a tail Blood vesss] of the
e 1o Lreatmend and 4Eh afler reatment. Hepanin
(10 gl b was added bo the Blood samples, and 20yl of AOVER
dye mis {(IDuLml A 2nd 100 uLmil. ER, both prepared
in FRS) was then added. The segpenson was conceminted
via centrifugation (5,000rpml, and the cell pellel was resus-
pended i WO uL and plated on 2 dem dide a covershp
(24 = 24 mm] was immnediatedy pleced om the shide. Twa shides

were prepared per mouse, and the zmalysis was conducted
timmnediately

Apopicals was assessed by idenltfing apopiotic, vidhle
and nonviable cells under a fuorescend micosope [Hikon
QFTIPEEDT-2) with a Blue exdiation (120nm) and & bar-
rier filler (515-530 nm). The ditfferential AQYER staining 15
capahle of distinguishing betwern vizble and nonviabde cedls
hasmed on membrane tntegrity. When the cell tsviabla, the A0
intercalates into the DA, giving the coll 2 groen appearance.
Conversety, when the coll ismomiable, the EB alo indercalates
inta the DA, making the coll appear cramge. Thos, 2 non-
vizhle cell will contain a bright orange mecdeus = BB over-
whelms A0 staining, Bolh healthy and zpoptotic medal @
viahle cells will fluoresce bright green. In montst, healthy or
ipur{d.il:n.u.drlln nanviable cells will Tuoresce bright orange
[33]. The zpoptotic and ool ¥ zhility asses=nents were haxed
on 300 cells per momse.

24, Staftstical anahms. The MM-PCEs indodion resalis and
Lhe '.-:I:]:Ilenﬂl:-!aﬁ{d.t l1.d:|1:-:|1:pc- Iotich and nomviahls
colls Capopiobic |:-]:-1|:-1.I|:J la are expressed as
e mean + standard deviation §5.10.), and resulis from the
various trealmaenl groups were compared by an ANOYA et
fellawed by a Takey test The met induction frequency (MIF)
of MN-F{Es was aalyred using a Chd-square tesl |30, 37].
SERSPC WIATM and Stalishbica/ P W 6.5TM soflware were
used for the stalddical analysss For 2ll of the analyses, P «
0.05 was consldered 1o be ggnificant

3. Results

The resohs shizined in the presem sody areshown tn Table L
Vehide and tza pohvphenol extract did nol modify the
mngemwd'ln.dun:d MM-PCEs 0 the treated mice.
1), Ireatment snoreased the average number of MK.POES
in all of the szmples, bol slatictical significance was only
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TRLE k Avesages of the Indaclion BH-PCEs i pertpheral Blood of mice troatrd with pol yphencd extracs of groon s and C50,,

Trexmeni lwosz (Qpks)

Time analyss (Boars)  ME-PC

s 1,000 colls (mean £ 5,000 AROVA

Comsod L) 5

Lsx09
1Ex04
L &4
Lesl5

Palyphznl cxtracts of grees lza £ 5

LO&l3
B9
Lz&l3
L4 £15

1Izd5
iDzls
131138
dzll

Lbed

Polyphemol miracisofgrees e3-0rd),  30-20 5

Lxl3
QLexils
5Isld
71 LIzLl

EfojdEEodEeo|dEEn

b,

P« wrmesriml 48k P £ vemn
P & ez palyphema ::In:h:lfp:nhrl:"_'ﬂ. 1%

chserved 21 the 42 h tme point when compared to the Oh
mmplesand the comtrod group. Ferthermore, Cris treaiment
increased the average momber of MN-PCEs {approximalely
13 MN-FUEs) compaed o vehide-trealed mice. When the
treatmend tncuded both tea polyphenol extracl and
iy, we ohserved a d.n:rna:sem; ﬂtffmllq;u numher of M™-
PCES at 234, 4R, and 72 b after treatment when compared o
MHE-PCESs indudion in e Crih ondy lreatmend group. Bt
ther MM-FiFs indoclion oheerved al 4F remains satddically
dgnificant compared with the comtre] group (Tahlz 1), To

the Einetics of MM-PCE induction in the varous
Lrealmend the dala were anahyred by calcolaiing the
MIF value, which was caloulaled e follows |30):

MIF = number of MN-FUOEs measored at lime i
- nummher of M™-PCEs mezsired al time 0,

where i = evaluation al 24, 43, o7 72 he Time 0 = evaluation
a1 oh (before treatment).

‘When Lhe MIF 15 calcolaled, the net MM-PCEs Induction
can be more readily observed This clculabion subincts
the frequency of MM-PCEs prior Lo treatment from the
frequency following treatmenl, thersby eliminating the base-
line MM-PCES variahility thal oocors betwesn the ireatment
groups at tme 0 {see 500 Tahl= 1). A 3 prasanls Lhe MIF
values for all trextmends at 24, 48, :nal;r;?hpi':a reatrmerd.
The groeps tmealed with green iz polyphenol Azvomiodd
cxiracts exhdbeted a princpal MM -PCEs redudion al 24 and
72 h afier treatment [approctmately 121% and 520%, resp).

Apoptods and oell wability wese evaluated direcily in
the pertpheral blood of mice before (0h) and afler {48h)
treatmend. Induction of apoptosis and ool viahibity wee
messed via AQVEDR sladning of peripheral hicod colladed
from Lreated mice This lechnigoe shows Uhe ditferential

exircin of pree o 8 h:"F -rvrr-nm.bh'}' < vermn pabphend cainc of gaxe -, 4Rk

uptake of the Moorescent DMA-bInding dyes AD and EB
Lo determine wable and monviable cells These dpes were
used 1o sdentify cells that have undergone zpoplosls and
Lo distingzish between cells in the arly or iz stages of
5 hawed on membrane inlegrity (Figure 2hil. A
intercalates fmio the DA, ghing # 2 green appearance. This
dye also bends bo RMA, but becanse 1L cnnol inlencalate, the
EMA stains red orange. Thus, a viahle cell will bave a bri
green appaarance. ER 15 only @ken up by nonviable cells
Thisdye alo inbercalates inbo 118A, making # appear orangs;
however, EB only binds weakly 10 RMA, which may zppear
shightly red. ‘Thes, 2 nomviable cell will have a bright orange
nuckees, a5 BB owerwheims AQ stzining, and ils oyioplesm
will appear dark red {1If any conlent remains). Both mormal
and apoptotic modked in vizhle cells will luoresce brighl green
{Figore 2(E], 1-111}. In comtrast, normal or nucks
In nonviable cells will Auoresce I (Ft 21k,
Iv). Therefore, one am m.rmhfmwmm
apopbotdc ells using this syslom. Wiable cells with intact
membranss will have a eniformly slained green mocleus
I:F1 l[b], 11. ¢ el with Inlacl membrames
Em I-'ll.:g their A will still have
gm-en. nud-r:l bocause EB cannol enter e cell, bul chromatin
condensation @n he visuakved as bright green patches n the
nuchs {Figune 20k, 0L As the cell progresses throogh the
zpopbotdc pathway and membrane hlsbing darls in oo,
ER cn ender the oell, causing the el bo stain green orange
{Figere 2, 1), lale apopbotic c=lls will have Bright orange
paiches of condereed chromatin in the nudaus that will
distirguish these ool from necrotic cdlls, which will Be
uniformiy stained orange (Fgurs 2, [V L
All of the treatmeis increased the average member of
apopboticviahle cells, bot statistical signdficinoe was achdeved
only in the {0y treatment group and the combined green

Carvente Juarez Megumi Monserrat | 117



Efecto de los antioxidantes del té verde sobre el dafio genotdxico inducido por Cr (VI)

[ O datfve Medidne and Cellabr Longevity
K . L]
E B E ™ nhc
&1 4 &1
2 %] :
P £ W T,
x ¥ x ¥
K T K n
'i\' 204 a b.c 'i\' =
- 111% -
E a — E @ —
-] B |
(] 1)
_u “
£ m
gm
= H
'E' 41
¥
.: ] b
E_I.u
¥ o [ P
-m
B ariml
B Falyphena extracts of pros e
O =y
O Felyphenal extracts of pross bes-0s0y
(5]

Fiztues % Eects of poiyphennl cetracts of green Lea on The ME-POES frequescy (% raduction} In mice £ral bincsd 2t differert Hmas:
{2) 241, (b 48h, and {c) 72 h aer treatmerd with Cr0,. Do Fepresent MN-PUES fraquency oblained 21 24, 48, 35d 72h mimas the MK-
PCEs Irequescy at Oh (HIFL °F « .05 versus control g *F « 105 versis polyphenad extracs of green i@ grogy; °F « 0005 wesis

0, -priypheminl exirRcs of g S froup. = 5§ (2000 ol for Smess).

TalLE 2 Avemages of vizhic cells (2poplolic 20 ensapopiotic) and nomviabie c2ls (2popinsc and neresoploec) In perpheral hinod of sl
trezted weth privphemnl extracl of green ke and o,

Honapoplntic
Nopopiolicvizhle  ApopioSicwiable  Apopintic nomvidble 3
Trezment DoSiEED = e mamD) ool (mensS0) ool (memeSh)  onan ol
e + S0
ol a 5 5 i e rd FEESE (IR 0d+09
Pulyphemol osiracts of
= 1] 5 I32R+ 40 aledd Of+ 13 Od +0e
oro, m 5 &0+ 33 02 +3is” 0X+d5s Od +0e
Pulypheal osiracts of o o
S, n-Mm 5 131z a¥ 118z ad [IER ] [ITERNI]
P-rll!hl:-.l-::n:l *p - 201 veran ook P+ 0004 veos comiesk YP 2 0007 veren conirol
RS
tea pohyphencl extrad-Criy, groep compared Lo the contrnl 4. DSOOSsk00

group. The inarease in apoploss was greater in Lthe comhined

iza palyphenol extract-Crin EEF than in the Crin
group: (122 versus 10.2 colls, resp). The green tza pohyphenol
exiracl only ireatment group had an increase of approxl-
maisly four apoplotic vizble cells mmpared bo the conirol
group. The average numhers of apopiotic nomviable cells and

nonapopbobic zlls were unchanged in all of the rextment
groups [ Tabde 2)

The anticxidant properides presend in pobphencl make
them potentially mseful for commieracting the DHA dam-
e indoced by oxidabrer sirss agenis such 2= O {v1)
n:vrn]:lu.m.d: In this siudy, we evalmisd the capabdity of
pobphenol extracts from green l=a Lo imhibe the penoloxic
dm*hﬂmdhﬁﬁfmmmdmd;mﬂm;m
peripheral Blood of CI-1 mdce.
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The penoloxcty of Cr (V1) was demondraied By the
ohservalion of a stgmdficnt incrzase tn MN-PCES at 24 and
48 h afler treztment in the ©riy-trealed group {Table 13 This
Increase was cearly observed in all samples compared 1o the
negatfre control. and this fmding cormoborates the previomd
reparied genotolcty of Cr (V1 nq-l and particolardy Criy, [L-'?:
30, 3E]. The mochanism of genotoxidly for Or (V1) com-

nds has heen Bnked 1o the miracelular reduection of Or
?u:ltui r LI Cri v I eompoonds c2n oo cell membrames
wia nonspectfic anion bansporters and are redoced by ther
interaction with intraceliolar cytoplaeamdc molecules. During
this process, Fitsare generaled, which ane cgpabls of indoecing
penolox: alteralions 15, 18, 15]. Hence, we sogpes thal thess
etfects cam lead to the formation of MN-PCES.

However, the average member of MM-PCEs revealsd an
inzease of less than | ME-PCEs @i 24 h afler reatmend
the trealed with fea henol extracts{Tablz 1,
nﬂpﬂlupﬂ]-:uh.l.:d h'llg:rkﬂ:}nur rates the nonpenoloxc
cifoct of thess exiracs (Flgure3). B has been reporied
thal the administratdon of polyphenol or Mavenolds from

lea doas not Indece gencboxidty; addito the
ﬂnlm;umdﬂummm&ugl Img%ﬂ'
time a high doses in expertmental andmals has no etiect on
pEnoloxichy [ 4, 35, 10],

The tmw vive administration of green lea pobphenal
exiracts prior 1o Cn0y injection Sacreased M. PCES foma.-
Lo by 1209, €99 anad 10063l 24, 438, and 72 h afler treatmend,
respectively, compared fo MM-PCEs formation in the groep
I:'ml.:d. with Cry zlone {Pigure 33 This resah dermonstrates

nol exiracis proleced cells

EI.' ["-I:] Indumrdﬂ{lﬁ: damage rn-u?:ﬂl'n:u'ndr uﬁ
adminisirabion nt'gmcn lea g bt [35] Doe o the

I structure of Hﬂpﬂhﬁmﬂ&h’lﬂ [Fgure1],
it i1z posghle thal firvonaids may a1 as hy
donors 1o suppress lhe formation of lipid radialk and FRs,
1 the wide and hydroxy] radials aedh
Iln::ﬂ.rhghum reaction. These I'I.I.gf:dd;;nq' also Lemetals
wiz thetr ortho-hydroxy- phenolic groops [ 41, 42]. Therefore,
therapeutic agents that enhanee intra- and exiracellolar
artiokidam lewels and blodk the Cr (V1) mediated
ol RIS and Fix may prevenl or abemmale Or ["-'I;Fl-lmhlmd
pEnolociciy.

In cmr riments, the ax number of lolic
wvizhle -E"l-:zl-cinuzﬂd al 'H-E?Iﬂ' ftreatmenl 'I.'l'lpfﬁh-]].
This increzse was obsarved inall treatment groups compared
Lo the negative conlrol. and this finding the
oushy reported chszrvations following Cr (1) ireatment |-13-
45]. The akeration of intracellolar ow dxttve states bas a poben-
Hal bo tri or senstiize a cell o un Losis: thus,
the ROXE Bpg:mmed frem Cr (V) durld.rrz-i'li lpu'pmmun Flays
an tmpariand roke in the apoplolc signaling pathway |45, 1£].
The admindstralion of green tea polyphenol extrads alome led
Lo an increase in the average number of apopiotic viable cells
Capproximately 43, But this inoress was not talistically -
nifiant Cihaer sudies haee shown that green bea polyphenaols
suchas EGCGand }:L'{:In}n:l:-ﬂllug:'u“ﬂufl}c hung
canezr (zell hne PC-2) [ 7], The stody further demonstraied
thal growih inhibition was accommpanied by cell cpde amestiat
ez iz phase [ 48], which conld be relaled Lo the apoplolic

acivily of these polyphencls. The induction of apopinsis by
caischins has ale been demonstraled inhuman brmphotd

lewkemmda cells, human epideamotd @rcnoma cells, human
carcinoma keratinocpies, and human prosinle ardnoma
cedls |3, 49, 50|; thes, zpopioss plays an essential role as a
prolective mechanisn againd carcinogeness by eiminating
penctically damaged cells.

When the Lez ol exiracls were adminis-
tered prior io BTHET:-HMP::}%:I the averzge mzmber
of apopiotic viable cells was increased 1o 2 kevd thal was
higher than that ohserved following Cn0, treatment alone,
hmﬂuruuenunuhmﬂnunlhﬂﬂrdfemmrm
sddtive or antagonistic [Tahls 23 Gao = al |51] oheerved that
amoothic acid could enhance the RGOS and theallavin.3-30-
digallate tnduced apoptoss in heman lung adenccardnoma
SPC-A-1 cells and esophapeal @rcmoma Ec- 105 colls, Other
sudies hawe shown that the s-indodng activily of
EGCG In human long adenocardnoma (FC-9 cells) n
be mmergistically enfanced by combined treatment with
chemopreventive agents {including sukndac, dsplatin, and
tamaxtfen) |3, 52, 53]. The enhanced tnduddon of apoploss
fellowing 2 cmmhined trealment supgests that this process
may contrute 1o dimimale the el wih damaged 1A
indweed By O (VIL

In summary, he mument sudy demonstrales that admin-
Istatiom of Criy, via ip injection of méce could induce
DA in ral blood and g, and thise
Eliedsdw;nwmm&:pendmtm ROE md?g{mﬁmmllun may
Flzy an eszenital mole tn Or (WI)-mediated DA damage and
E\:\Ftodl m wive. Morzover, the pohphencl extracts dertved

m green iz are apable of redecing genotoxic damage
indwced by Cr (VIL The grealest degree of profection was
ohserved @ 24h afler tnjection of Cry, The de of
prolection fs ghen in the ollowing ordar: D% o 21 b, »£0%
al 42h, and »000% at T2 h after injecdon. Based on Lhese
resulis, polyphenol extracts from green fza can etfedtvedy
prolecl aginsl penoloxic damage in mice brealed with Or
(vIL The benelical sticcls of green 1 pobphenol exiracts
could resull from the inbdbition of ROS and Fils chain
reactions generaled by the o dattve siress cused by O (V1)
and By the extract apoplolic adivily.

‘There 1s Emiled evidence demonsdrating that the regolar

of ftza may reduce C
ot the sy i 1 vt evsdence showiog
thal green tea pohphenol extracts can protecl against geno-
toxic damapge induced by @ardnogens rebied fo ooidative
stress, much 2 Cr (V1) ompomnds.

Abbreviations

Al Aoidine orange

Cr{V1k Hexavalent chromium

Ethidium hromids

Epacaiechin

Epecaiechin-3-glble
Fpegaliocalechin

i -] locatechin-3-gallate
Ihufuﬁl.‘rug.tdmlnﬂ:ﬂp on
Free radicals

FERRERF
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i (4] gellocalechin
ip: Imtraperitoneal
MEMG M-methyl W .omitro. N -ndtrosoguanddine

MH-PFs Micmmcdated polychromalic
HiFs Mormeechmomatic erythrocyiss

HIF: :‘«Ellm:h.ll:u:-:l:lEra:]'n:

P ES: Pd}ﬂmm:uﬂh:ﬁ'lﬁ
RS Reaclive oxygen species.
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