[retel]

revista de toxicologia en linea

Trabajo Original Toxicologia Experimental

Acrilamida y Amaranthus dubius L en células sanguineas

de pez Cebra Danio rerio

Alvarez M1, Vanessa G., Arias M., Perdomo L., Navarro E

1Seccidon de Microscopia Instituto Anatomico José Izquierdo Facultad de Medicina Universidad

Central de Venezuela. Caracas-Venezuela

Proyecto Grupal: PG-09-8653-2013

Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico

UCV.

RETEL Sertox © Copyright 2003



http://www.sertox.com.ar/modules.php?name=Content&pa=list_pages_categories&cid=10

[retel]

revista de toxicologia en linea

Resumen

La presencia de Acrilamida (ACR), en alimentos de la dieta diaria, ha incentivado la
blsqueda de estrategias que permitan proteger contra la accion de este potencial agente
hematotoxico. En el presente trabajo se ha propuesto como posible agente protector el
extracto acuoso de A. dubius L, una planta conocida como pira, de alto potencial
antioxidante y reconocida por invalorable valor nutritivo. Peces cebra adultos jovenes
Danio rerio, fueron sometidos a la CLso de ACR, 2,80 mM, durante 24 horas, a
temperatura ambiente. Otro grupo de peces fueron tratados, en igual condicién, con
concentraciones crecientes del extracto acuoso de hojas frescas de A.dubius L, en un
rango entre 2 y 16 mg/ml, en presencia o no de ACR. Transcurrido el tratamiento, los
peces fueron anestesiados por hipotermia y se realizd la extraccion de la sangre
periférica, la cual fue analizada a través de extendidos sanguineos. Los mismos fueron
analizados con la tincion de Feulgen y las sefiales de muerte celular fueron registradas
con Naranja de Acridina. ACR promoviéo un incremento significativo p<0,05, en el
porcentaje de neutrdfilos y monocitos asi como una disminucion significativa de
linfocitos; mientras que dichas células no presentaron cambios significativos con el
extracto acuoso de A.dubius L, respecto a los valores control. Igual situacién fue
registrada en los extendidos sanguineos provenientes del tratamiento combinado. Los
eritrocitos, como mayor poblacion registrada, mostraron una marcada hipocromia y
fragmentacion nuclear. El extracto acuoso de A.dubius L, resultd ser no letal, aun en las
mas altas concentraciones. Los cambios morfoldgicos en la poblacion de eritrocitos no
fueron observados en las células del tratamiento combinado ACR + A. dubius L. Los
resultados obtenidos demuestran el potencial hematoprotector de esta planta contra la

accion hematotoxica de la ACR.

Palabras claves. Acrilamida, Amaranthus dubius L, hematotdxicidad, hematoproteccion,

pez cebra, apoptosis.
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Summary

ACRYLAMIDE AND Amaranthus dubius L IN BLOOD CELLS OF ZEBRAFISH Danio
rerio.

The presence of Acrylamide (ACR), in foods of the daily diet, has encouraged the search
of strategies to protect against the action of this potential hematotoxic agent. In the
present work the aqueous extract of A. dubius L., a plant known as pyre, of high
antioxidant potential and recognized for its invaluable nutritional value, has been
proposed as a possible protective agent. Young adult zebrafish Danio rerio, were
subjected to the LCso of ACR, 2.80 mM, for 24 hours at room temperature. Another group
of fish was treated, in the same conditions, with increasing concentrations of aqueous
extract of A.dubius L fresh leaves, ranging between 2 to 16 mg / ml, with or without the
presence of ACR. After the treatment, the fish were anesthetized by hypothermia and the
extraction of the peripheral blood was performed, which was analyzed through blood
spreads. They were analyzed with Feulgen staining and cell death signals were recorded
with Acridine Orange. ACR promoted a significant increase p <0.05, in the percentage of
neutrophils and monocytes as well as a significant decrease in lymphocytes; Whereas
those cells did not show significant changes with the aqueous extract of A.dubius L,
relative to the control values. The same situation was registered in the blood spreads
from the combined treatment. Erythrocytes, as the largest recorded population, showed
marked hypochromic and nuclear fragmentation. The aqueous extract of A.dubius L was
found to be non-lethal, even at the highest concentrations. The morphological changes in
the erythrocyte population were not observed in the cells of the combined treatment ACR
+ A.dubius L. The obtained results demonstrate the hematoprotective potential of this

plant against the hematotoxic action of the ACR.

Keywords. Acrylamide, Amaranthus dubius L, hematotoxicity, hematoprotection,

zebrafish, apoptosis.
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Introduccion

La constante exposicion que tiene el hombre a una gran cantidad de sustancias quimicas
presentes en el ambiente que lo rodea, ha comenzado a revelarse como un verdadero
problema de salud publica, ya que muchas de estas sustancias han comenzado a ser
detectadas en los alimentos de consumo cotidiano. Un ejemplo de ello es la Acrilamida?
(ACR), una sustancia generada al cocinar, a temperaturas por encima de los 120°C,
alimentos ricos en carbohidratos?. La ACR, ha sido descrita como un compuesto de
degradacion con una alto potencial hematotoxico, ya que promueve la formacion de los
denominados aductos de hemoglobina, marcadores bioldgicos en los casos de
intoxicaciones por agentes nocivos3#>¢, En los ultimos afios se ha incrementado, por
parte de la poblacion mundial, la busqueda de productos naturales que permitan el alivio
de molestias de diferente etiologia asi como una via de desintoxicacion eficiente de bajos
riesgos. Particularmente, el Amaranthus dubios L, (A.dubius.L) ha repuntado como un
ejemplo de ello, debido en parte, a su alto potencial nutritivo, asociado a su alto
contenido proteico, asi como su riqueza en cuanto a grasas, fibras y vitaminas’ y su
eficiencia en el tratamiento de enfermedades como la anemia ferropenica®
,Adicionalmente, ha sido promovida por su importante potencial antioxidante®. Si
A.dubius.L, ha sido asociada con una posible acciéon protectora contra la accion
hematotoxica promovida por la ACR, no esta claramente establecido. Es por ello que la
presente investigacion se ha propuesto evaluar el posible papel protector de un extracto
acuoso de A.dubius L contra las posibles alteraciones en las células sanguineas de sangre

periférica de peces cebra adultos Danio rerio, tratados con la ACR.

Materiales y métodos

Peces cebra adultos jévenes, Danio rerio, fueron obtenidos de una casa comercial. Una
vez incorporados al laboratorio de Microscopia del Instituto Anatomico “José Izquierdo”;
fueron acondicionados en los acuarios de la institucién, con alimento en hojuelas, 4 veces
al dia, a una temperatura entre 25 y 26 °C y a un de pH 7,8. Una vez acondicionados, los
mismos fueron divididos en cuatro grupos; 1) Control, 2) ACR, 3) Extracto acuoso
A.dubius L, 4) ACR+A.dubius L, a las concentracion de trabajo calculadas previamente.
En el caso de la ACR, particularmente 2,8 mM, dentro de un rango de concentraciones de
1 a 5 mM. Para el extracto acuoso de A.dubius L, muestras de hojas frescas de la planta
fueron obtenidas de una poblacidn cercana a la institucién, ya que es una planta que
crece libremente en cualquier area de la ciudad. La muestra fue remitida al
departamento de botanica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Central de
Venezuela y fue identificada por la Dra. J. Orsini, resultando coincidir con la encontrada

en Herbario Victor Manual Ovalles, correspondiente a las siglas MYF-29334. Para la
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preparacion del extracto acuoso, se partié de un peso de hojas equivalente a 10 mg/ml,

concentracion que consume normalmente la poblacion en forma de infusidon. Sin
embargo, se procedié a considerar 3 concentraciones por encima, particularmente 12, 14
y 16 mg/ml y 3 concentraciones por debajo 4,6 y 8 mg/ml, para determinar la
concentraciones letales y subletales de la misma. Previamente se demostré que no hubo
letalidad para el extracto acuoso, inclusive en altas concentracion y se decidid como
concentracion de trabajo 10 mg/ml. Los respectivos tratamientos tuvieron un tiempo de
duracion de 24 h. Transcurrido el tiempo de tratamiento los peces, controles y tratados,
fueron anestesiados por hipotermia para la posterior extraccion de la sangre periférical®
y realizacién de los respectivos extendidos sanguineos o frotis, para su analisis. Estos
fueron sometidos a la reaccion de Feulgen'!, técnica utilizada en histologia para tefir
selectivamente el DNA de las células. Esta técnica consiste en la hidrolizacion del DNA
mediante una dilucion débil de acido clorhidrico que libera las bases puricas, quedando
libres los radicales aldehidos de las pentosas, y en la coloracion con leucofuscina, que
pone de manifiesto los grupos aldehido.y a la Naranja de Acridina'?, para la

determinacion de sefiales de muerte celular.

Resultados

En la revision de los extendidos sanguineos de los distintos grupos controles y
experimentales, se pudo determinar que, respecto a los controles, el grupo ACR presentd
un incremento significativo, p<0,05, en el porcentaje de neutroéfilos y monocitos, asi
como una disminucion significativa de linfocitos. Estas células, no presentaron cambios
significativos con el extracto acuoso de A.dubius L. Igual situacién fue registrada en los
extendidos sanguineos provenientes del tratamiento combinado. Particularmente
respecto a los eritrocitos, la mayor poblacion cuantificada, se determin6 una reduccion
significativa en poblacion eritrocitaria en la sangre periférica de peces tratados con ACR.
En el tratamiento combinado la poblacion eritrocitaria fue muy similar a los valores del
control. Cabe destacar que al comparar la poblacién eritrocitaria control (Fig.1a), con la
poblacién tratada con el extracto acuoso de A.dubius L, (Fig.1b), se observd una similar
apariencia morfoldgica entre estas células. Asi, se pudo describir en ambos grupos, a los
eritrocitos reconocidos con facilidad por su citoplasma eosinofilico y ndcleo condensado
de forma ovoide y orientado de manera paralela al eje largo de la célula. No se
detectaron cuerpos apoptoticos en control (Fig.1c), y escasos en el grupo A.dubius L
(Fig.1d). Sin embargo, contrastando la poblacién eritrocitaria proveniente del tratamiento
con ACR (Fig.2a), con la proveniente de la mezcla (Fig.2b), se pudo evidenciar la
marcada diferencia morfolégica entre ambos grupos celulares. Asi, se puso en evidencia
un exacerbado desarreglo del citoplasma y del material nuclear; éste con apariencia de

nucleos fragmentados (flechas). Se detecté un elevado nimero de cuerpos apoptoticos
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en los eritrocitos tratados con ACR (Fig.2c), el cual se presentd reducido en el grupo de

la mezcla ACR+extracto acuoso de A.dubius L (Fig.2d)

Discusion

Como es sabido, la intensidad de una respuesta bioldgica es proporcional a la
concentracion de la sustancia en los fluidos corporales del organismo expuesto. A medida
que aumenta la concentracion de la sustancia, la gravedad de la respuesta todxica
aumentara hasta que a una concentracion suficientemente alta la sustancia se hace letal.
Los resultados obtenidos permitieron demostrar que efectivamente la concentracion de
10 mg/ml del extracto acuoso de A.dubius.L, considerada como la concentracion de base
consumida por la poblacién consultada,no resulté letal en el modelo larvario de pez cebra
Danio rerio, inclusive,a mayores concentraciones del rango ensayado, indicando asi, que
el uso de esta planta posee un cierto grado de confiabilidad que garantiza su consumo
como posible agente terapéutico.A demas, fue corroborada la accién hematotoxica de
ACR, y se demostrdé que la concentracién del extracto acuoso de hojas frescas de la
planta, promueve un posible efecto protector,o accién hematoprotectora, contra esta
accion hematotoxica de ACR. Dicha accién protectora, por vez primera demostrada,
guedo expresada fundamentalmente a través del mantenimiento de los valores
sanguineos de la poblacion celular hematopoyética en comparacion con los valores
control y por otra parte a través de la reduccion de la muerte celular por apoptosis
inducida por la ACR sobre la poblacién eritrocitaria. Cabe destacar que la toxicidad de la
ACR, ha sido asociada a un incremento del stress oxidativo promovido por una elevada
produccion de especies reactivas de oxigeno!3, Como es sabido, esta situacion
compromete a los equivalentes reductores como NADPH, entre otros, con lo cual se
podria estar comprometiendo la homeostasis del estado oxidativo y por ende la
activacion y desencadenamiento de la cascada de eventos celulares vinculados con la
apoptosist4. Nuestros resultados no nos permiten aseverar que sea la ruta oxidativa la
activada en la presente experiencia experimental, sin embargo la obtencién de
numerosos cuerpos apoptoticos en el tratamiento con ACR y por otra parte la reduccion
de dichos cuerpos en presencia del extracto acuoso de A.dubius L, que pone en evidencia

su accion antioxidante, asi lo sugieren.
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Fig.1. Poblacion de eritrocitos (er) control (a) y tratados con A.dubius L (b)
contrastados con el reactivo de Feulgen. Poblacion eritrocitaria control (¢) y tratada
(b).Determinacion de cuerpos apoptoticos con Naranja de Acridina. (flecha).
Barra=10pm.
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Fig.2. Poblacion de eritrocitos (er) tratados con ACR (a) y tratados con
ACR+A.dubius L (b) contrastados con el reactivo de Feulgen. Poblacion
eritrocitaria tratados ACR (c¢) y la mezcla (d).Determinacion de cuerpos
apoptoticos con Naranja de Acridina. Se destaca la presencia de cuerpos
apoptoticos (flechas). Barra=10pm.
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