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Resumen

Introduccion: el consumo de alimentos ricos en antioxidantes como las isoflavonas de la soya puede ser una alternativa en la proteccion y
modulacion de la genotoxicidad de metales con potencial cancerigeno asociado al estrés oxidativo.

Objetivo: evaluar el efecto antigenotdxico de la isoflavona de soya genisteina en ratones expuestos a compuestos cancerigenos de cromo
hexavalente (Cr[VI]).

Material y método: veinticinco ratones Hsd:ICR macho fueron divididos en cinco grupos tratados de la siguiente forma: a) vehiculo 1 (agua
destilada estéril, via-oral); b) vehiculo 2 (aceite de maiz para compuestos liposolubles, via-intraperitoneal); ¢) 15 mg/kg de genisteina, via-oral;
d) 20 mg/kg de Cr0, via-intraperitoneal; y €) 15 mg/kg de genisteina cuatro horas antes de la aplicacion de 20 mg/kg de CrO,. Se realizaron
evaluaciones de microntcleos (MN), apoptosis, relacion de eritrocitos policromaticos/normocromaticos (EPC/ENC) y viabilidad celular en sangre
periférica obtenida a las 0, 24, 48'y 72 horas.

Resultados: el tratamiento con genisteina redujo los MN cuando fue administrada previamente al tratamiento con CrO,, siendo mayor el efecto
a las 48 horas (reduccion del 84 %). La viabilidad celular se redujo con los tratamientos de genisteina y CrO, solos, siendo mayor el efecto en
este Ultimo.

Conclusiones: a genisteina bloqueo eficazmente la accion genotoxica del CrO,. EI hecho de que se redujeran los MN y la apoptosis en el grupo
tratado con la genisteina y el CrO, sugiere que la genisteina pudo haber inhibido el dafio oxidativo del Cr(Vl) ya que, al no haber células con
dafio, las vias apoptdticas no se activaron.
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Abstract

Introduction: the consumption of antioxidant-rich foods such as soy isoflavones may be an alternative in the protection and modulation against
metal-induced genotoxicity with carcinogenic potential associated with oxidative stress.

Objective: to evaluate the antigenotoxic effects of soy isoflavone genistein in mice exposed to carcinogenic compounds of hexavalent chromium
(Crv.

Material and method: twenty-five male Hsd:ICR mice were divided into five groups treated as follows: a) vehicle 1 (sterile distilled water, intra-
peritoneally); b) vehicle 2 (corn oil for fat-soluble compounds, orally); c) 15 mg/kg of genistein, orally; d) 20 mg/kg of CrO,, intraperitoneally; and
g) 15 mg/kg of genistein four hours before the application of 20 mg/kg of CrO,. Evaluations of micronuclei (MN), apoptosis, ratio of polychromatic/
normochromatic erythrocytes (EPC/ENC) and cell viability in peripheral blood obtained at 0, 24, 48 and 72 hours were performed.

Results: the treatment with genistein reduced MN when administered prior to treatment with Cr0,, the effect being greater at 48 hours (reduction
of 84 %). Cell viability was reduced with genistein and Cr0, treatments alone, the effect being greater in the latter.

Conclusions: genistein effectively blocked the genotoxic action of Cr0,. The fact that MN and apoptosis were reduced in the group treated with
genistein and CrO, suggests that genistein could have inhibited the oxidative damage of Cr(Vl) since, as there were no cells with damage, the

Apoptosis. Isoflavones. apoptotic pathways were not activated.

INTRODUCCION

La genisteina es una isoflavona de soya (Glycine max) que for-
ma parte de los compuestos hioactivos, no nutritivos, de naturaleza
fenclica, no esteroidal (1,2). Su estudio ha llamado la atencion de
la comunidad cientifica por sus efectos anticancerigenos y antioxi-
dantes en la prevencion y el tratamiento no solo de varios tipos
de cancer, sino también en diversas enfermedades relacionadas
con el estilo de vida (2-4). Se ha observado que inhiben la accion
de enzimas involucradas en la proliferacion de células cancerosas
en tejido mamario, prostata, colon, higado y ovario (5,6). Presentan
actividad estrogénica débil y promueven la proliferacion de células
oseas (5,7). Las isoflavonas son capaces de unirse a los receptores
de estrégenos debido a su similitud estructural con el 17B-estradiol,
por lo que también se les clasifica como fitoestrogenos (8). Aunque
la genisteina se encuentra inactiva en la soya por estar en su forma
glicosilada (unidas a azdcares), una vez ingeridas, son hidrolizadas
(mediante enzimas intestinales B-glucosidasas) a su forma activa
aglicona (9). Si bien las isoflavonas de la soya presentan una vision
mecanicista que incluye la induccion apoptdtica, la detencion del
ciclo celular, asi como efectos antiangiogénicos, antimetastasicos y
antiinflamatorios (6), no existen estudios que exploren sus efectos
sobre el dafio genotoxico inducido por metales con potencial can-
cerigeno como los compuestos de cromo hexavalente (Cr[VI]).

La exposicion a compuestos del Cr(Vl) representa un problema
de salud para las poblaciones humanas. El Instituto Nacional de
Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH, por sus siglas en inglés) y
la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por
sus siglas en inglés) han considerado a los compuestos de Cr(VI)
como carcinogenos para humanos (10,11). Los compuestos de
Cr(Vl) pueden encontrarse de forma natural en el medio ambiente
como resultado de la erosion de los depdsitos cromicos naturales o
generarse de forma natural como consecuencia de la transforma-
cion del cromo trivalente (Cr{lll]) bajo las condiciones adecuadas,
por ejemplo, exposicion a luz UV, altas temperaturas, niveles redu-
cidos de humedad, valores de pH bajos o agentes oxidantes. Los
compuestos de Cr(Vl) también pueden generarse artificialmente du-
rante procesos industriales como la galvanoplastia, la metalurgia, el
curtido de cuero, la produccion textil, la fabricacion de pigmentos y
la preservacion de madera, entre otras, o pueden ser liberados al

ambiente al quemar gas natural, petroleo o carbon (10-12). Diver-
50s estudios han mostrado que la exposicion in vivo a compuestos
de Cr(Vl) induce dario genotdxico mediante el incremento en la fre-
cuencia de aberraciones cromosomicas, asi como de rompimien-
tos de cadena sencilla y doble del ADN y de mutaciones puntuales
(12,13). Se ha relacionado la carcinogenicidad de los compuestos
de Cr(Vl) con el estrés oxidativo generado durante su reduccion in-
tracelular (12), por lo que compuestos como las isoflavonas de la
soya, al presentar en su estructura grupos OH, podrian contrarres-
tar su efecto oxidativo. De ahi que el consumo de alimentos ricos en
antioxidantes como la soya y, en particular, sus isoflavonas, como la
genisteina, podria ser una alternativa tanto en la proteccion como
en la modulacion del dafo al material genético inducido por meta-
les con potencial cancerigeno, tomando en consideracion que la
carcinogénesis inducida por metales como Cr(Vl) puede ser iniciada
y promovida por el dario al material genético (13). Con base en 1o
sefialado anteriormente, el objetivo de este estudio fue evaluar el
efecto antigenotoxico de la isoflavona de soya genisteina en ratones
expuestos a compuestos cancerigenos de Cr(Vi).

MATERIAL Y METODOS

REACTIVOS

Los reactivos empleados en el estudio se obtuvieron de Sigma
Aldrich Chemicals Co. (St. Louis, MO, USA): 5,7-dihydroxy-3-
(4-hydroxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one, 4',5,7-trihydroxyi-
soflavone (genisteina, isoflavona de soya [Glycine max], grado
de pureza ~98 % [HPLC]; CAS No. 446-72-0), tridxido de cromo
([Cr0,], grado de pureza 99,9 %; CAS No. 1333-82-0), naranja
de acridina (INA] 75 %; CAS No. 10127-02-3), bromuro de etidio
(IBE] 75 %; CAS No. 1239-45-8) y vehiculo para compuestos
liposolubles (aceite de maiz; CAS No. 8001-30-7).

ANIMALES

Los animales se obtuvieron del Centro UNAM Harlan® para la
Produccion de Animales de Laboratorio con sede en la Facultad
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de Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México-UNAM.
Se desarrolld un pie de cria en el bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores “Zaragoza”, UNAM. Los ratones se mantu-
vieron en jaulas de plastico a temperatura ambiente controlada
(22+2°C), ciclos de luz-oscuridad de 12 horas (las luces se
encendian a las 7:00 a.m. y se apagaban a las 7:00 p.m.) y tu-
vieron libre acceso al alimento (comida para roedores pequefios
Purina-México®) y al agua.

DISENO EXPERIMENTAL

El estudio se realizd en un grupo de 25 ratones Hsd:ICR ma-
chos adultos con una edad de ocho a 12 semanas y un peso
variable de entre 28 y 35 g. Se conformaron grupos al azar de
cinco ratones distribuidos de la siguiente forma: a) grupo testigo
1: se le administro el vehiculo 1 (agua destilada estéril) por via
intraperitoneal (i.p.); b) grupo testigo 2: se le administro el ve-
hiculo 2 (aceite de maiz para compuestos liposolubles) por via
oral (sonda intragastrica); c) grupo genisteina: se tratd con una
sola dosis de 15 mg/kg via oral (sonda intragdstrica); d) grupo
Cr0,: se trato por via i.p. con una sola dosis de 20 mg/kg; y €)
grupo genisteina+Cr0,: recibio el tratamiento de 15 mg/kg por
via oral (sonda intragastrica) de genisteina cuatro horas antes de
la inyeccion i.p. de Cr0, (20 mg/kg).

Se emplearon ratones macho, ya que en estudios previos
no se han reportado diferencias genotoxicas entre hembras y
machos tratados con CrO, por via i.p. (12,14,15). La dosis de
20 mg/kg de Cr0, se selecciono con base en estudios anteriores
en los que esta dosis administrada por via i.p. indujo la formacion
de MN en sangre periférica de ratones (14,15). Aunque la ruta
i.p. es una ruta de exposicion artificial, es til para detectar da-
flos genotdxicos en protocolos a corto plazo, como el ensayo de
MN, por lo que es recomendada para estudiar compuestos con
propiedades clastogénicas potenciales, como es el caso de los
compuestos de Cr(Vl) (16). La dosis de 15 mg/kg de genisteina
administrada por via oral (intragastrica) se selecciond con base
en los efectos positivos beneficiosos en los que dosis similares e
incluso mayores administradas por la misma via no presentaron
efectos toxicos ni genotoxicos (17,18). El estudio se desarrolld
siguiendo las guias para la prueba de quimicos de la Organiza-
cion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OCDE) y
de la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) (16,19). El Comité
de Bioética de la Facultad de Estudios Superiores “Zaragoza”,
UNAM, aprobd las condiciones y protocolos experimentales (Co-
digo: FESZ/DEPI/363/14; FESZ/DEPI/CE/016/21).

ENSAYO DE MICRONUCLEOS

Las evaluaciones se llevaron a cabo en sangre periférica ob-
tenida de la vena caudal, ya que al no requerir el sacrificio de los
animales se pudieron obtener muestras secuenciales de sangre
periférica (5 pl) de los mismos individuos (0-72 h) para realizar
la cinética de microntcleos (MN). Las muestras fueron coloca-
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das directamente en portaobjetos previamente tratados con NA
de acuerdo con la técnica descrita por Hayashi y cols. (20). Se
prepararon dos portaobjetos por cada ratén y se almacenaron
en la oscuridad a 4 °C durante 24 horas. Las evaluaciones se
realizaron mediante la identificacion de eritrocitos policromaticos
(EPC), eritrocitos normocromaticos (ENC) y MN en EPC utilizando
un microscopio de fluorescencia (Nikon OPTIPHOT-2; Tokio, Ja-
pon) con excitacion azul (480 nm) y una barrera de emision de
filtro (515-530 nm) con un aumento de 100x. El andlisis de MN
se basd en 4,000 EPC por raton, donde se considerd que la pre-
sencia de MN indicaba dafio genotoxico. La proporcion relativa
de EPC y ENC también se analizd para 2,000 eritrocitos (dafio
citotoxico). Las muestras de las 0 horas se designaron como
testigo negativo.

En las muestras obtenidas a las 48 horas también se evalua-
ron apoptosis, necrosis y viabilidad celular, ya que estos proce-
50S pueden estar involucrados en la prevencion del dafio del ADN
inducido por Cr(Vl), y en ese tiempo se ha observado el mayor
dafo genotoxico inducido por Cr(Vl) (14).

APOPTOSIS Y VIABILIDAD CELULAR

Para evaluar laapoptosis, la necrosis y la viabilidad celular, se rea-
liz6 una tincion diferencial con naranja de acridina/bromuro de eti-
dio (NA/BE) mediante una técnica previamente adaptada para san-
gre periférica (15). Se centrifugaron muestras de 10 pla 4,500 x g
durante cinco minutos. El sedimento celular se resuspendio en
20 pl de la mezcla de colorantes NA/BE y se coloco en portaobje-
tos limpios para ser analizado inmediatamente. Se prepararon dos
laminillas por raton. Las células apoptéticas, necrdticas, viables y
no viables se identificaron utilizando un microscopio de fluores-
cencia OPTIPHOT-2 con excitacion azul (480 nm) y una emision
de filtro de barrera (515-530 nm) con un aumento de 40x. Las
evaluaciones se basaron en 300 células por raton.

ANALISIS ESTADISTICO

Cada raton se considerd una repeticion independiente de
acuerdo con las guias de la OCDE y la EPA (16,19). Se promedia-
ron las evaluaciones de los cinco ratones de cada grupo experi-
mental. Las frecuencias de MN, la relacion PCE/NCE, la viabilidad
(células viables/no viables) y el nimero de células apoptoticas y
necréticas se expresan como la media + desviacion estandar
(DE). Una vez verificada la normalidad de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilk, estos fueron analizados empleando un
analisis de varianza (ANOVA). La significancia estadistica para
los MN y la relacion de EPC/ENC se determinaron mediante el
uso de ANOVA para medidas repetidas de dos vias (RM-ANOVA).
Para los otros parametros, se utilizd ANOVA de una sola via. Las
ANQVA fueron seguidas del post-hoc de Tukey. Se utilizd Gra-
phPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, Estados
Unidos) para todos los andlisis. Las diferencias se consideraron
significativas para p < 0,05.
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RESULTADOS

La evaluacion del dario genotdxico de Cr(Vl) se realizd median-
te el ensayo de MN en eritrocitos de sangre periférica. Se utilizd
la tincion diferencial de NA, que permitio distinguir a los EPC de
los ENC, ya que los EPC, al contener ain ARN ribosémico, se
tifieron de color naranja fluorescente, mientras que en los ENC
el ARN ya fue degradado y por lo tanto no se tifieron (sombra)
(Fig. 1A). EI NA también permitio la identificacion de los MN, que
se tifieron de color amarillo fluorescente por estar conformados
de ADN (Fig. 1A). Para estudiar la cinética de la induccion de
MN, los datos se analizaron con una RM-ANOVA de dos vias
porque los MN dependian de dos factores (tratamiento y tiempo).
El tratamiento es independiente, mientras que las evaluaciones
en cada tiempo se consideraron dependientes al obtenerse las
muestras del mismo raton. En la figura 1B se muestra el andlisis
por tratamiento y por tiempo de la cinética de MN. En el grupo
CrO, se observaron incrementos a las 24 y 48 horas, que fueron
significativos en comparacion con sus respectivos grupos testigo
(p < 0,0001) y con el grupo genisteina+CrO, (p < 0,0001). EI
mayor incremento de MN se observo a las 48 horas y fue signi-
ficativo al compararse con las muestras tomadas a las 0, 24 y
72 horas (p < 0,0001). El incremento observado a las 72 horas
ya no resultd significativo al compararse con su grupo testigo
(p > 0,05). Cuando se administrd la genisteina previamente al
tratamiento con CrO, (genisteina+CrO,), se redujeron los MN
en todos los tiempos evaluados después de los tratamientos en
comparacion con el grupo tratado solo con el CrO,, siendo ma-
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yor este efecto a las 48 horas (reduccion del 84 %). No se ob-
servaron efectos significativos en los MN cuantificados entre el
grupo genisteina+Cr0, y los grupos testigo (p > 0,05). De igual
manera, el tratamiento de la genisteina sola no presentd efectos
significativos sobre los MN al comparase con sus testigos ni con
los diferentes tiempos de medicion (p > 0,05).

La evaluacion de las células apoptéticas y necréticas, asi
como la viabilidad celular, se realizaron mediante tincion diferen-
cial NA/BE (Fig. 2A). El ensayo dual con los fluorocromos permitio
distinguir entre las células viables y las no viables en funcion de
la integridad de la membrana. Cuando la célula era viable, solo
el NA se intercald en el ADN, lo que hizo que el nlcleo emitiera
una fluorescencia verde (Fig. 2A, sana y apoptética temprana).
Cuando la célula era no viable, el BE también se intercald en el
ADN, lo que hizo que el nicleo emita una fluorescencia roja, ya
que el BE supera la tincidn del NA (Fig. 2A, necrética y apopto-
tica). De ahi que el color del nicleo dependit de la viabilidad de
la célula y no del estado del nlicleo. Las células apoptdticas con
membranas intactas pero en las que el ADN habia comenzado
a fragmentarse aun exhibieron nicleos verdes porque el BE no
pudo ingresar a la célula, pero la condensacion de cromatina fue
visible como parches de color verde brillante en los ntcleos (Fig.
2A, apoptdtica temprana). A medida que la célula avanzo a traves
de la via apoptdtica y comenzaron a formarse ampollas en la
membrana, el BE ingreso en la célula y el ADN se tifi6 de rojo. Las
células apoptoticas tardias mostraron manchas rojas brillantes
de la cromatina condensada en los ntcleos (Fig. 2A, apoptotica
tardia); esto las distinguio de las células necroticas, que se tifie-
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Figura 1.

Efecto de la genisteina y el CrO, sobre la frecuencia de MN evaluados en la sangre periferica de los ratones. A. Microfotografia fluorescente (100x) de celulas de sangre
periférica utilizando el método de recubrimiento de NA. Los eritrocitos policromaticos (EPC) se tifien de naranja fluorescente, los eritrocitos normocromaticos (ENC) no se tifien
(sombra) y los microntcleo (MN) se tifien de amarillo fluorescente. B. Promedios de MN a las 0, 24, 48 y 72 horas. Los MN disminuyeron en el grupo de genisteina+Cr0,
enun 76, 84y 50 % a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente, en comparacion el grupo tratado solo con Cr0,. Se evaluaron un total de 4.000 EPC en cada raton (cinco
ratones/grupo). Las diferencias estadisticas se determinaron utilizando una ANOVA de dos vias para medidas repetidas, seguida de la prueba post-hoc de Tukey: *p < 0,0001
vs. testigo 1 (24 h); p < 0,0001 vs. testigo 1 (48 h); *p < 0,0001 vs. genisteina+Cr0, (24 h); Sp < 0,0001 vs. genisteina+CrO, (48 h); 'p < 0,0001. Testigo 1, vehiculo 1
(agua destilada estéril); testigo 2, vehiculo 2 (aceite de maiz para compuestos liposolubles). CrO,: trioxido de cromo; MN: microntcleo.
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ron uniformemente de rojo (Fig. 2A, necrética). Los andlisis de
las células apoptdticas, la viabilidad celular y la relacion de EPC/
ENC se realizaron mediante una ANOVA de una sola via porque
las evaluaciones dependian de un solo factor (es decir, el trata-
miento). En la figura 2B, se muestran los resultados obtenidos en
las evaluaciones de apoptosis realizadas en células nucleadas de
sangre periférica. Se observaron incrementos significativos en el
numero de células apoptdticas con los tratamientos por separado
de genisteina y Cr0, en comparacion con sus testigos (p < 0,01
y p < 0,0001, respectivamente), siendo mayor el efecto del CrO.,.
En los ratones tratados con ambos tratamientos de genisteina y
Cr0,, se redujeron las celulas apoptoticas significativamente al
compararse con el grupo tratado solo con CrO, (p < 0,0001), las
cuales no resultaron significativas al compararse con los grupos
testigo (p > 0,05). En las evaluaciones de la relacion de los EPC/
ENC (Tabla I) no se observaron efectos significativos en ninguno
de los grupos de estudio (p > 0,05). Sin embargo, al evaluar la

viabilidad celular empleando el ensayo dual con los fluorocromos
NA/BE, se observd que los tratamientos solos con la genesteina y
el CrO, incrementan las células no viables (p < 0,045y 0,0001,
respectivamente), siendo mas significativo este ultimo. En el gru-
po al cual se le administraron los dos tratamientos (genisteina-+-
Cr0,) se redujeron las células no viables, ya que no resultaron
significativas al compararse con los grupos testigo (p > 0,05)
(Fig. 2C). No se observaron incrementos mayores a dos células
necroticas en ninguno de los grupos de estudio, ni se presenta-
ron muertes en los ratones. Solo algunos de los ratones del gru-
po tratado con CrO, mostraron signos clinicos de toxicidad como
el pelo erizado, disminucion de la movilidad y pérdida del apetito.
Sin embargo, estos efectos no repercutieron en su peso, ya que
el promedio del peso inicial del grupo tratado con CrO, fue de
31,3+ 1,1 yelfinal, de 30,8 + 1,5, mismos que no resultaron
significativos al compararse con los pesos iniciales y finales de
su grupo testigo (30,0 = 2,2y 29,8 + 2,4, respectivamente).
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Efecto de la genisteina y el CrO, evaluado en sangre periférica de los ratones. A. Microfotografia fluorescente (40x) de células nucleadas utilizando la tincion diferencial con
NA/BE en muestras de sangre periférica obtenidas a las 48 horas después de los tratamientos. Cuando la célula es viable, solo el NA se intercala en el ADN, lo que hace que
el nicleo emita una fluorescencia verde (sana y apoptética temprana). Cuando la célula es no viable, el BE también se intercala en el ADN, lo que hace que el nlicleo emita
una fluorescencia roja (necrética y apoptotica tardia). Las células apoptoticas con membranas intactas muestran parches de color verde brillante en los nlcleos (apoptotica
temprana), mientras que cuando la célula avanza a través de la via apoptética los parches se observan de color rojo fluorescente (apoptética tardia); esto las distingue de
las células necraticas, que se tifien uniformemente de rojo. Las células no viables incluyen células apoptéticas (tempranas y tardias) y necréticas. B. Promedios de células
apoptaticas. C. Promedios de células viables. D. Promedios de células no viables. Se evaluaron 300 células nucleadas en cada raton (cinco ratones/grupo). Las diferencias
estadisticas se determinaron utilizando la ANOVA de una sola via seguida de la prueba post-hoc de Tukey: *p < 0,0001 vs. testigo 1; 'p < 0,014 vs. testigo 2; *p < 0,045
vs. testigo 2; 5p < 0,0001 vs. genisteina+Cr0,. Cr0,;: tridxido de cromo; NA: naranja de acridina; BE: bromuro de etidio.
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Tabla I. Relacion EPC/ENC en sangre periférica de ratones tratados con genisteina y CrO,

Tratamiento Dosis Tiempo de n EPC/ENC en 1.000 células
(mg/kg) analisis (h) (media + DE)
0 497 + 47
24 534+49
Testigo 1 0 5
48 59,2 +49
72 57,4 +87
0 655+7,9
24 65,0+9,8
Testigo 2 0 5
48 65,1 +18,7
72 74,4 + 10,1
0 65,0 + 16,7
24 72,8 +16,8
Genisteina 15 5
48 919+38
72 745 +16,5
0 65,8 + 14,0
24 51,9+46
Gr0, 20 5
48 676+17,4
72 78,9 +10,7
0 69,8 + 22,0
) 24 60,4 +9,3
Genisteina+Cr0, 15+20 5
48 66,2 + 26,1
72 65,7 +16,3

EPC: eritrocitos policromaticos; ENC: eritrocitos normocromaticos.

DISCUSION

Se corrobord el dafio genotoxico reportado para los com-
puestos de Cr(VI) al observar un incremento significativo en los
promedios de MN (10,14). La induccion del dafio genotoxico
del Cr(Vl) se ha relacionado con la generacion de especies
reactivas de oxigeno y radicales libres producidos durante su
reduccion intracelular a Cr(lll). EI Cr(VI), al reaccionar con el
perdxido de hidrogeno, produce el tetraperoxo-Cr(V), que ge-
nera al radical hidroxilo (¢OH), el cual, al interactuar con el
ADN, induce rompimientos de cadena doble (21). El hecho de
que el tratamiento de la genisteina previo a la aplicacion del
Cr0, disminuyo los MN, confirma que la genisteina disminuye
el dafo genotoxico inducido por el CrQ,. Considerando que la
genisteina presenta actividad antioxidante y el Cr(Vl) puede
inducir dafio genotoxico mediante el estrés oxidativo generado
durante su reduccion intracelular a Cr(lll), se sugiere que la
disminucion de MN observada podria estar relacionada con
la inhibicion del dafio oxidativo del ADN. En estudios previos
in vivo con ratas Wistar se ha observado que la genisteina
administrada por via oral es capaz de disminuir el dafo oxi-
dativo del ADN inducido por el N-nitrosodimetilamina (22). De
Jesus y cols. (18) mostraron que el pretratamiento con dosis

de hasta 20 mg/kg de genisteina disminuye la genotoxicidad
inducida por el antimoniato de meglumina al modular las es-
pecies reactivas de oxigeno. De ahi que la actividad antige-
notoxica de la genisteina puede estar correlacionada con su
capacidad para capturar los radicales libres generados por los
agentes inductores de estrés oxidativo como los compuestos
de Cr(Vl), protegiendo asi el material genético del dafio oxi-
dativo. Por otra parte, la antigenotoxicidad de la genisteina
también puede estar relacionada con la regulacion del sistema
antioxidante enddgeno, que inhibe el efecto de las especies
reactivas de oxigeno y de los radicales libres sobre el ADN.
Se ha observado que la genisteina puede activar la expresion
de genes antioxidantes aumentando la actividad del glutation,
la catalasa y la superoxido dismutasa (23,24). La proteccion
del dafio oxidativo se ha observado incluso con metales como
el cadmio, en donde la administracion de la genisteina en ra-
tones Wistar puede disminuir el dafio neurotoxico mediante
su capacidad para mantener el equilibrio redox (25). Tam-
bién, aunque ha sido poco explorada, no se debe descartar
la posibilidad de que la genisteina contribuya en la reparacion
del dafio al ADN. Se ha reportado que la genisteina puede
estimular la expresion de genes implicados en la reparacion
del ADN, como BCRA1, hHR23A, HUS1, RAD1, RAD9, ATM y
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p53 (26-28), por lo que se necesitan mas investigaciones in
vivo para determinar si esta via esta implicada en la disminu-
cion del dafio genotoxico.

Si bien la apoptosis es otra via por la cual la genisteina podria
eliminar las células con dafo en el ADN, en el presente estudio
se observd que cuando se administrd previamente a la aplicacion
del CrO, las células apoptoticas se disminuyeron en compara-
cion con el grupo tratado solo con el metal cancerigeno. El hecho
de que se hayan incrementado las células apoptéticas con el
tratamiento solo del CrO,, pero que se hayan disminuido cuan-
do la genisteina se administro antes del tratamiento de CrO,,
sugiere que la genisteina pudo haber inhibido el dafo oxidativo
del ADN inducido por el Cr(Vl), por lo que, al no haber células
dafiadas, ya no se activaron las vias apoptoticas y por lo tanto,
se disminuyd el nimero de células apoptdticas en este grupo.
Esta sugerencia concuerda con la disminucion de MN observa-
da también en este grupo. Sin embargo, es necesario ampliar
estos estudios, midiendo especificamente determinados puntos
en la sefializacion de la apoptosis, ya que el dafio genotoxico de
Cr(Vl) puede activar la apoptosis mediante las vias dependien-
tes e independientes de p53. Los intermedios reactivos de Cr(VI)
pueden formar interacciones covalentes con el ADN dafidndolo
e induciendo la expresion de p53, lo que conlleva a la expre-
sion de BAX y la inhibicion de Bcl-2. Posteriormente, se induce
la liberacion del citocromo ¢ al citosol, que se une a Apaf-1'y
activa a la procaspasa 9, formandose el complejo denominado
apoptosoma, que activa la caspasa-9. Esta, a su vez, activa a la
caspasa-3, la cual se encarga de activar una desoxirribonuclea-
sa que conduce a la fragmentacion del ADN vy, por lo tanto, la
apoptosis. Sin embargo, los radicales libres generados durante la
reduccion intracelular de Cr(Vl) también causan dafio al ADN, lo
que puede conducir a la apoptosis antes de la activacion de p53
(29). Ademas, aunque a la apoptosis se la ha relacionado con
el dafio al ADN, también la alteracion de los estados oxidativos
intracelulares tiene el potencial para desencadenar o sensibilizar
una célula a la apoptosis (15,30).

Aunque la administracion por via oral de 15 mg/kg de ge-
nisteina incremento las células apoptoticas, no se incremen-
taron las frecuencias de MN al compararse contra su testigo
y contra su propia hora 0 (muestra tomada cuando aun no
se administraba el tratamiento). Se ha documentado que la
genisteina induce apoptosis mediante diferentes cascadas
de sefializacion, desde la activacion de las caspasas hasta la
induccion del estrés en el reticulo endoplasmico, y por la via
de los receptores activados por proliferadores de peroxiso-
mas (6,31). También se ha reportado actividad antiapoptotica
en linfocitos humanos de sangre periférica, al observar que
la genisteina protege a las células normales contra el dafio
al ADN inducido por agentes citotoxicos como el cisplatino y
la mitomicina-C, asi como quimioproteccion durante el tra-
tamiento de cancer (32). Estas observaciones podrian estar
relacionadas con los hallazgos del presente estudio, ya que la
combinacion de los tratamientos (genisteina+Cr0,) disminuy6
las células apoptdticas y el incremento en la apoptosis del
grupo tratado solo con la genisteina no fue tan considerable.
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Record y cols. (33) ya habian reportado que dosis incluso ma-
yores (20 mg/kg) de genisteina, administrada por via oral, no
inducen MN en ratones. Ellos cuantificaron concentraciones
plasmaticas mucho mayores (9.200 nM) que las mas altas re-
portadas para humanos que consumen habitualmente alimen-
tos a base de soya (276 nM) (34). Recientemente, se observo
que la genisteina, ademas de presentar actividad estrogénica,
no induce genotoxicidad en células de adenocarcinoma de
glandula mamaria humana, sugiriendo que su consumo podria
mejorar el desarrollo de tumores dependientes de estrégenos
(35). Sin embargo, los efectos de la genisteina en cuanto a la
genotoxicidad aun son limitados, ya que a pesar de que en va-
rios estudios no se presentan efectos genotoxicos (22,36,37),
como también se observd en este trabajo, en otros estudios
in vitro si se han reportado efectos genotoxicos (36,38), de ahi
la importancia de profundizar estos estudios.

En cuanto a la relacion EPG/ENG, ninguno de los tratamien-
tos la modific de forma significativa. La evaluacion de relacion
EPC/ENC se sugiere con el ensayo MN porque es un indicador
de citotoxicidad (16,19). Sin embargo, los resultados negativos
deben interpretarse con precaucion porque, cuando ocurre toxi-
cidad durante la eritropoyesis, los mecanismos de division celular
pueden activarse y enmascarar el efecto (15,16). Por esta ra-
z6On, también se evalu¢ la viabilidad celular en células de sangre
periférica nucleadas utilizando la técnica de tincion diferencial
con los fluorocromos NA/BE. El ensayo de fluorocromo dual es
un indicador del metabolismo celular y la muerte causada por
la lesion de la membrana celular (15). Al evaluar la viabilidad
celular mediante la tincion diferencial con NA/BE, se observd un
ligero incremento en las células no viables, que concuerda con el
incremento de las células apoptdticas observadas en este grupo.
En estudios que han utilizado lineas celulares como la V79 se
ha observado que la genisteina disminuye la viabilidad celular
mediante el ensayo de MTT (39) y la prueba de exclusion con
colorante azul tripan (40). En otros estudios también se habian
reportado ligeros efectos citotoxicos que, al igual que en el pre-
sente estudio, se relacionaron con la induccion de apoptosis (35).
La citotoxicidad observada con el tratamiento de CrO, concuerda
con lo reportado para los compuestos de Cr(Vl) (12,11,15).

Cabe senalar que la literatura sobre los efectos de los an-
tioxidantes aln es controvertida, por lo que se necesitan mas
investigaciones in vivo para comprender mejor la interaccion
entre estos y los agentes con potencial cancerigeno como 10s
compuestos de Cr(Vl), con la finalidad de plantear las vias me-
canicistas intracelulares de forma mas precisa. Los resultados
obtenidos aportan evidencia cientifica de la importancia del con-
sumo de alimentos ricos en antioxidantes como las isoflavonas
de la soya. Estas, ademds de jugar un papel importante en el tra-
tamiento de algunos tipos de cancer mediante la eliminacion de
las células cancerigenas en pulmén (A549), cuello uterino (HeLa),
cerebro y glandula mamaria (6,30,40), también pueden partici-
par en la proteccion y modulacion de la genotoxicidad de agentes
con potencial cancerigeno, como los compuestos de Cr(VI), con
lo que se podria maximizar la eficacia de la genisteina como far-
maco terapéutico.
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CONCLUSION

La administracion de la genisteina previa al tratamiento del
Cr0, reduce el dafio en el ADN (MN). Los datos aqui presenta-
dos apoyan la hipotesis de que los compuestos de Cr(Vl) causan
dario en el ADN por oxidacion de sus bases nitrogenadas, y que
este dafio fue probablemente reducido por la genisteina median-
te su actividad antioxidante. EI hecho de que la administracion
de la genisteina cuatro horas antes de la aplicacion del CrO,
redujera las células apoptoticas al igual que los MN sugiere que
la genisteina pudo haber inhibido el dafio oxidativo del ADN in-
ducido por el Cr(Vl) ya que, al no haber células dariadas, las vias
apoptoticas no se activaron en este grupo. Estos hallazgos abren
perspectivas para plantear nuevas estrategias terapéuticas con
la finalidad de minimizar los efectos secundarios causados por
la exposicion a compuestos con potencial cancerigeno, incluida
la proteccion contra el dafio genotoxico. Ademas, el estudio de
las isoflavonas de la soya como la genisteina puede generar las
bases para el planteamiento de alternativas en la prevencion,
asi como coadyuvante en el tratamiento de enfermedades croni-
cas-degenerativas relacionadas con el estrés oxidativo y con el
dafio genotoxico.
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