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1. Resumen.

Ciertos agentes genotdxicos como son las radiaciones ionizantes y el benzo(a)pireno
pueden alterar la proliferacién celular, provocando retardos en el ciclo celular, lesiones
letales (necrosis, apoptosis), mutagénicas y recombinogénicas.

Las radiaciones forman parte de la naturaleza y son imprescindibles para mantener la
vida en la tierra (ej. luz solar). Sin embargo, los eventos fisicos de ionizacidn a nivel
atdmico y molecular (ej. en agua y biomoléculas), pueden iniciar una cadena de
procesos bioquimicos dando lugar a distintos eventos bioldgicos observables. Las
radiaciones electromagnéticas (REM), en particular las ionizantes (RI), son utilizadas
en medicina con fines diagndsticos y terapéuticos (ej.: rayos X y gamma).

Por otro lado los hidrocarburos policiclicos aromaticos (PHA’s) son compuestos
organicos con dos o mas anillos aromaticos los cuales se forman como resultado de la
pirdlisis. Su oxidacidon produce compuestos conocidos como epdxidos que son
altamente reactivos, con capacidad para unirse a moléculas complejas, como las
proteinas y el ADN. Esta ultima caracteristica es la responsable de la capacidad
genotoxica de los PHA. Como contaminantes, tanto en el medio ambiente como en el
entorno laboral, han despertado preocupacion debido a que algunos compuestos han
sido identificados como carcinégenos, en particular el benzo(a)pireno.

Dado que en el mundo existe un creciente interés en el estudio de las capacidades
farmacoldgicas de muchas plantas en especial para su uso en medicina preventiva y
tomando en cuenta el alto consumo de yerba mate en nuestra region es de interés en
este trabajo estudiar el posible efecto protector de la yerba mate frente a los dafios
inducidos por estos genotoxicos.

Se utilizaron levaduras haploides Saccharomyces cerevisiae (SC7K lys 2-3) como
modelo eucaridtico. Las poblaciones en fase de crecimiento exponencial fueron
expuestas a diferentes dosis de rayos gamma (y) y a concentraciones variables de
benzo(a)pireno en presencia o ausencia de infusién de yerba mate. Los tratamientos
con rayos gamma también se realizaron en presencia o ausencia de resveratrol.

Fueron determinadas las fracciones de sobrevida y las frecuencias mutagénicas luego
de los tratamientos.

Se observd un significativo incremento en la fraccién de sobrevida en las muestras

irradiadas con rayos gamma (y: 200 Gy) en presencia de Ip y en las irradiadas en
presencia de resveratrol en comparacién con las irradiadas con rayos gamma como
Unico agente. Adicionalmente la frecuencia mutagénica inducida por rayos gamma en
presencia de yerba mate o resveratrol decrecio significativamente.

Las muestras tratadas con benzo(a)pireno presentaron disminucidn de la fraccién de
sobrevida en funcién de la dosis. En poblaciones celulares expuestas
concomitantemente a 24,5 ng/mL de benzo[a]pireno e Ip la frecuencia relativa de
sobrevida S(x) aumentd significativamente asi como también se observo una
disminucion significativa de la frecuencia mutagénica inducida por el benzo(a)pireno.

Los resultados presentes indican que la infusidon de yerba mate y el resveratrol poseen
efectos radioprotectores en las condiciones de nuestros experimentos, que podrian
explicarse por interacciones de los polifenoles aislados o en conjunto con cascadas de
oxido-reduccion perturbadas por Rl a nivel de los compartimientos extracelular e
intracelulares (ej. mitocondrias, nucleo), ademas de activacién por cascadas de
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senalizacion redox de puntos nodales de control del ciclo celular los que interactuan
modulando la recombinacion homologa (HR) y union de extremos no homologos
(NHEJ) que determinan la reparacién gendmica sobre roturas simples y dobles del
ADN (ej. Mec1/Tell/ATR,hATM.) En caso de dafio oxidativo a nivel de bases actuan
ademas los sistemas de reparacion BER, MMR vy Postrreplicativo que pueden
modularse por mecanismos redox.

En referencia al benzo(a)pireno se concluye que los componentes mutagénicos de las
vias de reparacién gendmica que se ponen en juego frente a derivados del
benzo[a]pireno se modulan con disminucion de flujos en presencia de componentes
de Ip. Estas vias mutagénicas serian fundamentalmente las escisionales (MMR y BER) y
las vias de reparacidn postrreplicativa dependientes del gen RAD6/hRAD6 (polimerasas
eta y zeta de sintesis translesion).
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2. Introduccion.

Ciertos agentes fisicos y quimicos pueden alterar la proliferacion celular,
fundamentalmente por sus efectos sobre el ADN, membranas y componentes de
cascadas de transduccidon de sefiales, lo que resulta en retardos en el ciclo celular,
lesiones letales (necrosis, apoptosis), mutagénicas y recombinogénicas. Algunos
ejemplos de estos agentes son: radiaciones ionizantes y ultravioletas, hipertermia,
radicales libres provenientes del metabolismo celular y del entorno asi como el
benzo(a)pireno.

En los ultimos afios se ha observado un incremento a nivel mundial del interés por
conocer los efectos benéficos de distintos productos naturales a nivel humano.

En Uruguay y en parte de la regidn existen algunos usos y costumbres muy arraigados
en la poblacion, destacandose el consumo de mate. En efecto, los datos del consumo
de yerba mate nos indican que en nuestro pais el 85 % de la poblacion mayor de 15
afilos consume mate y dicho consumo continda incrementandose (Encuesta STEP —
MSP 2007).

Uruguay posee el mayor consumo per capita (6 — 8 kg/persona/afio), Argentina le
sigue con 5 kg/persona/aiio (Victora et al, 1990). Se conocen efectos beneficiosos de la
infusion de mate, asociados a su alto contenido en polifenoles. (Bracesco et al, 2011,
Contreras et al, 2010)

Algunos estudios han sugerido un posible efecto cancerigeno de la infusion a nivel
orofaringeo (De Stefani et al, 1990; Fonseca et al, 1999). Por otra parte se ha
comprobado que la infusion de yerba mate per se no es mutagénica sino que la
responsable del aumento de la frecuencia mutagénica en ciertas condiciones es la
hipertermia. (Candreva et al, 1993)

La yerba mate durante su elaboracidn, producto del secado y ahumado, puede
adquirir un contenido de hidrocarburos policiclicos aromaticos (PHAs por sus siglas en
ingles), algunos de los cuales (ej. benzo(a)pireno) son potencialmente cancerigenos
(Kamangar et al, 2008, Friedberg et al, 1995), esta paradoja entonces hace relevante
estudiar si la yerba mate o alguno de sus componentes pueden actuar como
protectores de los dafios producidos por los PHAs. (Sosa et al, 2010)

A su vez la continua exposicién a agentes fisicos como las radiaciones ionizantes
provenientes tanto de fuentes naturales como artificiales provoca el interés de
estudiar la posible proteccion de la yerba mate frente a los dafios inducidos por estos
agentes genotoxicos.

Los efectos a nivel celular de las radiaciones ionizantes (Rl) pueden deberse a
absorcion directa en biomoléculas esenciales o, con mayor probabilidad, a generacion
de especies reactivas del oxigeno por radidlisis del agua (Nunes, Gelds, 2006, por
revisiéon). De estos efectos pueden resultar eventos estocdsticos (mutagénesis y
oncogénesis) que pueden prevenirse en base a principios de radioproteccion (Lillo,
2012 por revision).

Las levaduras, en particular Saccharomyces cerevisiae se utilizan como modelo
eucariota a nivel celular y molecular, en base a importantes homologias con otros
eucariotas (ej. lineas celulares humanas) y a las ventajas desde el punto de vista
experimental. (Watson et al, 1987; Friedberg et al, 1995, Candreva et al, 1993, Lillo et
al, 2011).
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Por este motivo, se ha considerado de gran importancia el estudio de las posibles
propiedades protectoras de la yerba mate frente a agentes genotdxicos quimicos y
fisicos, utilizando como modelo “in vivo”, poblaciones celulares haploides de
Saccharomyces cerevisiae.

2.1. Radiaciones ionizantes.

Las radiaciones forman parte de la naturaleza y son imprescindibles para mantener la
vida en la tierra (ej. luz solar). Asi mismo la radiacién natural de fondo ha tenido gran
jerarquia en los procesos evolutivos de las diferentes especies

Se llama radiacién a la propagacion de energia en el espacio. Segun su naturaleza las
radiaciones pueden diferenciarse entre electromagnéticas y corpusculares o segun si
su energia es suficiente para ionizar la materia, causando la separacién de electrones
de atomos y moléculas, en ionizantes y no ionizantes. La fuente emisora puede ser
natural o fabricada por el hombre y es fundamental tener en cuenta que en su
recorrido la radiacion interactua potencialmente con elementos del medio.

Desde sus comienzos, la humanidad ha estado expuesta en un ambiente que contiene
radiaciones provenientes de fuentes naturales -cosmicas y terrestres- y mas
recientemente con el advenimiento de la industrializacién también a radiaciones de
fuentes artificiales.

Las radiaciones han tenido multiples usos a lo largo de la historia: bélicas, industriales,
médicas. Los eventos fisicos de ionizacion de los atomos de moléculas bioldgicas,
inician una cadena de procesos bioquimicos que conducen a eventos bioldgicos
observables. Las radiaciones electromagnéticas (REM), en particular las ionizantes (RI),
son utilizadas en medicina con fines diagndsticos y terapéuticos (ej.: rayos X y gamma).

2.1.1. Aplicaciones médicas de las radiaciones

La primera causa de irradiacion de sistemas bioldgicos son las radiaciones naturales.
En relacion a las provenientes de fuentes artificiales las 3/4 partes de la dosis es
aportada por el radiodiagnéstico.

La radioproteccion, es un area interdisciplinaria cuya finalidad es la proteccion de los
sistemas bioldgicos, medioambiente y ecosistemas frente a los efectos nocivos de las
radiaciones.

A nivel médico interesa en particular la proteccién del ser humano, especialmente de
pacientes y trabajadores del area. La radioproteccién puede implicar estudios y/o
acciones a nivel molecular y celular asi como a nivel poblacional y de sistemas.

La filosofia de la proteccion radiolégica en relacion a procedimientos médicos se ha
centrado gradualmente en tres principios:

1. Justificacion de las practicas. Se debe estudiar el balance riesgo/ beneficio donde

el riesgo de no hacerse un estudio radiolégico necesario, es mucho mayor que el riesgo
producido por la radiacién y el beneficio esperado supera ampliamente dicho riesgo.
2. Optimizacion de la proteccién radioldgica. Toda exposicion debe ser tan baja como
sea razonablemente posible tomando en cuenta condiciones técnicas, sociales y
econdmicas. (Principio de ALARA)

3. Limitacion: Fijacidn, para trabajadores y publico, de limites de dosis a no superar por
causa alguna. Implica un estricto control de calidad.
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En cada pais, las organizaciones gubernamentales correspondientes fijan normas
especificas para los equipos radioldgicos instalados. (Lillo 2012, por revisidn).

2.1.2. Efectos bioldgicos de las radiaciones:

La absorcion de la radiacidn ionizante tiene una primera etapa donde se da un
proceso fisico. En este lapso se generan las primeras excitaciones e ionizaciones
atémicas y moleculares. En una segunda etapa, llamada etapa bioquimica, aparecen
los dafios moleculares principalmente provocados por las reacciones de oxido-
reduccién de los radicales libres o especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS Y
RNS). Estos dafios son el sustrato de enzimas de reparacién y/o mecanismos de
remocion de radicales libres.

Finalmente, viene la etapa bioldgica en la que hay dafios celulares y de sistemas que
alteran diferentes estructuras y funciones corporales, las principales alteraciones a
nivel celular son las mutaciones, la peroxidacion lipidica y la induccién de apoptosis.
(Lillo 2012, por revision).

En la generacion de radicales libres es de gran importancia la interaccion con el agua 'y
la produccién del radical OH, perdxidos y radical superdxido. Las probabilidades de
interaccion y la eficacia bioldgica dependen en gran parte de la magnitud LET
(Transferencia Lineal de Energia) y de la tension de oxigeno (Kiefer J, 1990; Friedberg
et al, 2005 por revision).

En relacion al efecto sensibilizante del oxigeno se infiere la importancia de
antioxidantes y captores de radicales libres como radioprotectores o moduladores de
los efectos del estrés oxidativo a nivel molecular y celular (Nunes, Gelos, 2006, por
revision).

2.1.3. Especies reactivas del oxigeno (ROS)

Luego de la absorcidon de radiacion ionizante con la produccidn de excitaciones e
ionizaciones, una cadena de eventos fiscoquimicos se produce generandose radicales
libres: principalmente especies reactivas del oxigeno (ROS), y también especies
reactivas del nitrégeno (RNS). Debido a que las células estdn compuestas de por lo
menos un 78% de agua, la mayoria de los efectos a nivel molecular de la radiacion se
realiza a través de las especies reactivas del oxigeno (productos radioquimicos del
agua). (Lillo, 2012; Nunes, Gelds, 2006, por revision).

Debido al alto potencial antioxidante probado para llex paraguariensis (Ip) es
importante conocer a las especies reactivas del oxigeno y sus consecuencias sobre los
organismos.

Son radicales libres aquellos atomos y moléculas que en su estructura atédmica
presentan por lo menos un electrén desapareados en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera diferentes grados de inestabilidad.

Los radicales libres se generan continuamente en el entorno (ej.: radiaciones
ionizantes) y como un producto del metabolismo normal pudiendo ser inactivados por
un conjunto de mecanismos (de oxido/reduccion y atrapamiento). (Bracesco, 2003)

En situacion fisioldgica o en los casos de exposicion aumentada planificada o accidental
esta produccion se eleva sustancialmente ingresandose al estado de estrés oxidativo.
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Algunos factores que llevan a esta situacion son:

e Agentes quimicos: aumento de metales pesados, xenobidticos, benzo(a)pireno
etc.

e Drogas antitumorales de uso médico como los radiomiméticos: Bleomicina,
Adriamicina.

e Agentes fisicos: radiaciones ionizantes, fracciones del espectro U.V, hiperoxia.

e Variables metabdlicas: dietas hipercaldricas, dieta insuficiente en
antioxidantes, diabetes, procesos inflamatorios y traumatismos, fendmenos de
isquemia.

Algunas reacciones que generan y destruyen especies reactivas del O son: (Vuillaume,
1987)

+e +e +e +e
0 - 02 e H,Op ----------- H,O + OH - H,O
Anién 2I_|+ + H+ Radical +H+
superoxido hidroxilo

El radical hidroxilo (OH*) es el de mayor potencia oxidante y el producto radiolitico mas
importante en sistemas acuosos.

La mezcla de sales ferrosas y H,0, representa una reaccién hidroxilante.

Toda reacciéon o sistema de reacciones que genere anidn superdxido (02*‘) podria
también producir H,0, por dismutacion del anidn superdoxido (ya sea
espontdneamente o enzimaticamente catalizada).

Si el H,0, se acumula en presencia de metales de transicion como el hierro podrian
reaccionar segun el mecanismo de Haber-Weiss dando el oxidante radical hidroxilo a
través de la cadena de reacciones:

El O, podria considerarse como un radical libre con 2 electrones no apareados pero es
estable dado que los “spins” correspondientes son paralelos. (Villaume M, 1987).

Durante el metabolismo celular es reducido a agua en su mayor parte por reducciones
parciales, pero pueden producirse especies reactivas del oxigeno (ROS) siendo algunos
de ellos intermediarios de alta toxicidad. Una consecuencia directa de este proceso es
gue entre los sustratos iniciales y la generacion de energia al final del proceso se
forman varias moléculas con diferente grado de oxidacion. Algunas de ellas pueden
entregar 1 o 2 electrones al O, y producir intermediarios parcialmente reducidos.

Si bien el metabolismo aerdbico da gran ganancia de energia (cadena respiratoria), las
especies activas del oxigeno generados por éste metabolismo pueden producir
lesiones en el ADN (nuclear y mitocondrial) y en membranas (ej. mitocondrial por
peroxidacién de lipidos, modificaciones de proteinas integradas). Se puede producir
acumulacién de lesiones de tipo oxidativo en el ADN nuclear y mitocondrial en funcién
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de la edad y hay una asociacién entre estas lesiones y la incidencia de cancer en
funcién de la edad. (Friedberg et al, 1995).

Otras fuentes de ROS son los peroxisomas, organelos ricos en oxidasas que generan
H,0,, que se depura por enzimas especificas (ej. catalasas, peroxidasas).

Los leucocitos polimorfonucleares son una fuente importante de radicales cuando se
activan por diversas proteinas que actuan especificamente sobre ellos (ej.
complemento, interleuquinas etc.).

Como se menciono mas arriba las radiaciones ionizantes también producen especies
reactivas del nitrégeno (RNS) y uno de los oxidantes mas potentes “in vivo” es el
peroxinitrito, producto de la reaccidn entre el anion superoxido y el oxido nitrico que a
su vez es un radical libre generado en los sistemas bioldgicos por la enzima éxido
nitrico sintasa.

Se ha observado una alta nitracién proteica tanto a nivel celular como tisular en
condiciones patoldgicas asociadas al estrés oxidativo. La nitracién de residuos criticos
de tirosina conduce a la disfuncidn celular, impide la fosforilacién de tirosinas con la
consiguiente desregulacion de la homeostasis celular y de la transduccidn de sefiales.
Entre los responsables de la nitraciéon “in vivo” se destacan el peroxinitrito y las
peroxidasas en presencia de nitrito y peroxido de hidrégeno. (Bracesco, 2003).

Los radicales libres tienen un rol muy importante a nivel fisiolégico y patoldgico ej. a
nivel del sistema cardiovascular, nervioso central y diferentes alternaciones
metabdlicas. (Hertog et al, 1993; Bisson et al, 1995).

Ademas se ha indicado la importancia de los radicales libres en procesos de
envejecimiento y en la transformacion maligna por acumulacion de mutaciones y
cambios irreversibles a nivel de biomoléculas (Emanuel et al, 1985; Brenan et al, 1994).

2.2. Hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAH’s)

Los PAH’s, constituyen un amplio grupo de compuestos organicos con dos o mas
anillos aromaticos, se forman como resultado de la pirolisis especialmente durante la
combustién incompleta del carbdn, aceites, gases, madera, residuos domésticos, y en
general substancias de origen organico.

Como contaminantes, tanto en el medio ambiente como en el entorno laboral, han
despertado preocupacion debido a que algunos compuestos han sido identificados
como carcindgenos.

En general son lipofilicos, es decir que tienden a unirse a sustancias grasas, y a
disolverse en ellas, son inestables fotoquimicamente, o sea, que se degradan por la luz.
Hay varios cientos de PHAs, el mejor conocido es el benzo(a)pireno. (WHO Regional
Office for Europe, 2000). (Figura 1)

Figura 1: benzo(a)pireno
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Dada la amplia distribucion de materia orgdnica (carbdon, madera, vegetacion en
general, combustibles fosiles, tabaco, alimentos), asi como los procesos de combustion
de la misma, los PAH’s son ubicuos, es decir se encuentran de forma generalizada en el
medio ambiente.

Las fuentes pueden ser naturales como la erupcién de un volcan o incendios forestales,
o pueden ser antropogénicas las cuales dependen de la actividad humana. Entre estas
actividades encontramos actividades industriales, calefaccién, vehiculos de motor,
tabaquismo, alimentos elaborados a la parrilla etc. En base a una evaluacién de
riesgos, la Unidn Europea regula los PAH’s en las comidas basdndose en los limites para
los compuestos individuales. (Cano-Lerida et al, 2009).

La tasa de formacién de los PAH’s depende de las condiciones de la combustion. Si
ésta genera mucho hollin dara lugar a mayor cantidad; en efecto el hollin de hecho
esta formado por moléculas de PAH’s polimerizadas.

Se encuentran de forma natural en el petrdleo, el carbdn, depdsitos de alquitran y
como productos de la utilizacién de combustibles, ya sean fésiles o biomasa.

La exposicién humana a estos compuestos se produce sobre todo por inhalacidn de los
PAH’s presentes en el aire y la ingestiéon de PAH’s en los alimentos, aunque es posible
también su absorciéon por via cutdnea. Tras su absorcion por el organismo se
distribuyen ampliamente en todos los tejidos, especialmente en los que tienen mayor
contenido graso.

Asi pues es légico que los pulmones y la piel sean los principales érganos afectados,
aungue también pueden afectar al sistema digestivo y a 6rganos o tejidos con elevado
contenido graso. Los PHA’s no tienden a acumularse en el organismo, y la mayoria de
ellos son eliminados a los pocos dias de su absorcién, principalmente por la orina y las
heces.

El proceso de detoxificacion tiene lugar sobre todo, aunque no exclusivamente, en el
higado. El primer paso consiste en la oxidacion de los PHA's; posteriormente, al
compuesto oxidado se le afiade una molécula como el glutatién; este paso se conoce
como conjugacion. El proceso de oxidacion-conjugacion tiene como objeto que un
compuesto que originalmente era soluble en las grasas se haga hidrosoluble y
favorecer asi su eliminacidon por la orina. Por desgracia, el paso intermedio de la
oxidacion produce compuestos conocidos como epdxidos que son altamente reactivos,
con capacidad para unirse a moléculas complejas, como las proteinas y el ADN. Esta
ultima caracteristica es la responsable de la capacidad genotéxica de los PHA's. (WHO
Regional Office for Europe, 2000). (Figura 2)

Las grandes hojas de la yerba mate pueden exponer a esta planta a la deposicion de
PAH’s gaseosos o unidos a particulas. Durante la exposicion de las hojas y tallos a los
productos provenientes de la combustion parte del combustible se puede quemar y
transformar en cenizas que se depositan sobre las hojas tratadas, pudiéndose producir
una mayor acumulacién de PAH’s. (Kamangar et al, 2008).
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Figura 2: Metabolizacion del benzo(a)pireno.
(Imagen extraida de Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) Acercamiento a su problematica como riesgo
laboral)

Las abreviaturas corresponden a las enzimas que catalizan las transformaciones del
benzo[a]pireno en sus diferentes metabolitos: CYP1A1, CYP3A4: enzimas 1A1y 3A4 del
citocromo P450, EH: Epoxido hidrolasa, GST: Glutation-S-Transferasa

2.3. Mecanismos de defensa.

Los mecanismos moleculares involucrados en la defensa al estrés oxidativo
comprenden redes regulatorias interrelacionadas que comprenden receptores de
sefiales, cascadas de transduccion, activadores transcripcionales (Ej. secuencias STRE,
ARE, HSE), enzimas como la superéxido dismutasa (Mg-SOD y Cu-Zn-SOD), catalasa y
peroxidasas a las que se le agregan entre otros compuestos el glutatién, tioles y
metaloproteinas capaces de procesar al radical O,+" y al H,0, dando H,0 y O,.

Facultad de Ciencias- UDELAR Pagina 12



Comprenden también compuestos antioxidantes como el d-tocoferol (vitamina E) y el
acido ascoérbico. (Von Sonntag, 1987)

Los procesos de reparacion del ADN también estan involucrados en los mecanismos de
defensa celular por contrarrestar las lesiones correspondientes una vez producidas.
(Von Sonntag, 1987; Vuillaume, 1987; Friedberg et al, 1995).

Algunos genes no solo estan involucrados en las respuestas al estrés oxidativo, choque
térmico y osmético sino que participan ademas en la reparacion del ADN.

Las respuestas antioxidantes se dan endogenamente y exédgenamente en sistemas
heterotrofos. Dentro de las enddgenas estan enzimas como la superoxidodismutasa,
catalasa y algunas peroxidasas, glutation, tioles y coenzima Q. Entre las exdgenas por
la via de los alimentos estan la vitamina E, C y A. Ademas de metales como el selenio,
Cu, Zn, y Mg que forman parte de la estructura molecular de las enzimas antioxidantes,
también son fundamentales en el mecanismo de proteccion celular.

El estrés oxidativo se genera por un desbalance entre la produccion de radicales libres
y las defensas antioxidantes. Las cascadas de oxido-reducciéon pueden ser
interrumpidas por los antioxidantes, transformandose asi en unas de las defensas
importantes para la prevencién del dafio asociado a éste tipo de reacciones. Segun un
modelo planteado por Willson en la proteccion sinérgica polivalente se plantea una
interaccidon entre vitamina C y el radical vitamina E permitiendo su regeneracion.
(Willson, 1983). (Figura 3).

R’ RSH Pz VB Vite

POLIFENOLES

Figura 3: Modelo de Proteccion polivalente (Willson 1983- modificado).
En sombreado: posibles ubicaciones de los polifenoles que actuarian interrumpiendo la
cadena de oxido reduccion (R.: radical; RH: R reducido, PZ: clorpromazina como ej. de
intermediario).

Las enzimas que contrarrestan el estrés oxidativo en levaduras son la superoéxido
dismutasa (SOD) que contiene Cu/Zn localizada mayormente en el citosol codificada
por el gen SOD 1 y la Mg SOD mitocondrial codificada por el gen SOD 2 (Santoro y
Thiele, 1997; Jamieson, 1998).

La SOD cataliza la dismutacién de superéxido a H,0, y H,O:

* *

O, + 0, + p) & [— H,O0, + O,
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La catalasa hidroliza al perdxido de hidrogeno:
H,0, + H,0p ---------- 2H,0 + 0O,

En Saccharomyces cerevisiae se conocen los genes CTA1 y CTT1 que codifican para las
enzimas catalasa A, localizada en peroxisoma y catalasa T localizada en citoplasma. Son
hemoproteinas tetraméricas con cuatro subunidades idénticas y con Fe™ como
cofactor el cual se reduce durante la catalisis a Fe*?. El CTT1 es uno de los genes que
también es inducido por soluciones hiperosmolares y choque térmico. (Marchler et al,
1993).

La proteina antioxidante tiol especifica (peroxirredoxina) de 25 kDa, perteneciente a la
familia de las tiorredoxinas, es la que protege componentes celulares de los sistemas
de oxidacidén en los que el tiol funciona como reductor. Abunda en el citosol y su rol se
encontraria en la protecciéon de las enzimas citosdlicas. (Yim et al, 1994; Santoro y
Thiele, 1997; Schroder y Ponting, 1998; Bryk et al, 2000).

Las metaloproteinas son proteinas de bajo peso molecular ricas en cisteina que se
unen a metales por lo que tienen un importante papel en la detoxificacion de metales
y también protegen las células de los agentes fisicos y quimicos productores de
radicales libres. El gen CUP1 que codifica metaloproteinas es inducido por varios tipos
de estrés especialmente por el aumento de Cu y Fe.

Estas proteinas secuestran estos metales disminuyendo su disponibilidad para la
generacion de ROS a través de las reacciones de Fenton y Heber Weiss. (Schwarz et al,
1995; Santoro y Thiele, 1997)

En células humanas juegan un rol importante los activadores AP (Jun-Fos), p38 y NFB.
En levaduras el homdlogo de los activadores transcripcionales AP-1 (YAP) regula la
respuesta al estrés oxidativo: sus mutantes son hipersensibles al radical 02*' y al H,0,.
(Kullik y Storz, 1994; Hohman y Mager, 1997).

2.3.1. Sistemas de reparacion.

Las lesiones producidas en el ADN por distintos agentes que perturban la estabilidad
de esta macromolécula pueden repararse con cierta probabilidad, dependiendo de
factores genéticos, metabdlicos y ambientales.

Estos procesos de reparacidn se encuentran presentes en todos los organismos
estudiados, virus, células de mamifero y tumorales. Esta conservacién y las homologias
estructurales y/o funcionales que se han constatado entre especies muy distantes,
hablan de la importancia biolégica de la reparacidén en tanto sistema de conservacién
de la integridad del genoma frente a las mas diversas agresiones. (Ronen y Glickman,
2001).

Una vez provocado el dafio, existe un importante nivel de defensa del genoma que
consiste en la reparacion enzimatica y su interrelacion con el control del ciclo celular.

Reparacion por Recombinacion homologa (HR) y unién de extremos no homologos
(NHEJ)

En células eucariotas la reparacion de roturas de doble cadena (DSBs) se reparan
primordialmente por dos mecanismos: recombinacién homologa y unién de extremos
no homodlogos (NHEJ). Las DSB directas tales como las producidas por nucleasas y
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radiaciones ionizantes pueden ser reparadas por cualquiera de las dos vias. Las DSBs
producidas por el colapso de la horquilla de replicacién son reparadas principalmente
por recombinacién homaéloga y postrreplicativa (Shrivastav et al, 2008).

Mecanismos implicados en NHEJ:

La reparacion por NHEJ consiste en la religacidon directa de los extremos de la DSB,
actuando el grupo de genes HDF, similar a recombinacién VDJ en el sistema inmune.
En Saccharomyces cerevisiae el mecanismo se inicia con la uniéon del complejo
Yku70/Yku80 a los extremos de la DSB protegiéndolos de la degradacién. Luego el
complejo MRX interviene en el procesamiento y/o permite que los extremos de la
rotura no se separen el uno del otro. Finalmente, la ligasa Dnl4 junto con sus
cofactores Lifl y Nejl sellan la DSB (Daley et al, 2005)

Mecanismos implicados en HR:

Mediante la HR la reparacion de la DSB se realiza copiando la informacién de una
secuencia de ADN homoéloga intacta.

La HR se inicia con la degradacidon exonucleolitica de los extremos 5 que han quedado
libres tras producirse la DSB para originar regiones de ADNss (ss: de cadena simple)
con extremos 3°OH libres.

Esto se da por la accidon conjunta del complejo MRX, Sae2, la helicasa Sgsl vy las
nucleasas Dna2 y/o Exol. (Lee et al, 2008; Zhu et al, 2008).

Luego las funciones de los grupos epistaticos de RAD52 son los responsables de los
siguientes pasos. Primero Rad 52 promueve la invasion de los fragmentos de ADNss
con extremos 3'0OH sobre la region homologa de ADN, la proteina Rad 59 actua
facilitando esta invasion. A continuacion Rad 51 con la ayuda de Rad55, Rad57 y Rad54
cataliza el intercambio de cadenas entre las dos moléculas implicadas lo que permite
cebar la sintesis de ADN usando como molde la secuencia homologa invalida.

Luego la ruta puede seguir diferentes alternativas dependiendo del mecanismo de HR
gue tenga lugar. (Prado et al, 2003).

-Reasociacién de cadenas dependiente de sintesis (SDSA) donde el intercambio de
cadenas se revierte y la cadena recién sintetizada vuelve a aparearse con la molécula
desde la que se realizo la invasidn generando conversidn génica.

-Reparacién de cortes de doble cadena (DSBR) donde el intercambio de cadenas y la
sintesis de ADN llegan hasta el segundo extremo del ADN procesado teniendo lugar la
captura de éste formando dos uniones de Holliday (HJ). La resolucion de estas HJ
origina conversidn génica que puede estar asociada a entrecruzamiento. (Prado et al,
2003).

En células haploides de Saccharomyces cerevisiae la reparacién recombinacional
homdloga es un proceso postrreplicativo, mientras que en las células diploides puede
ser tanto pre como postrreplicativo. (Bracesco, 2003).

Reparacion por escisidn.

Ademas de las DSB las células son capaces de eliminar una gran variedad de lesiones
en el ADN por medio de rutas diferentes las cuales colaboran en la estabilidad del
genoma evitando la formacion de dafo recombinogénico ya que eliminan lesiones que
podrian bloquear la replicacion (Kupiec, 2000) y por otro lado previene las mutaciones
asociadas a las modificaciones de las bases dafiadas.
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Reparacion por escision de bases (BER)

La ruta BER permite el reconocimiento especifico y la escisién de una base dafiada. La
mayor parte del dafio procesado por BER es generado por el ataque de ROS a los que
son particularmente sensibles las bases. También es activo contra el dafio resultante
de la hidrdlisis espontanea de las bases y de la accidn de agentes alquilantes exdgenos
y enddgenos.

En primer lugar las bases se eliminan por alguna de las multiples N-glicosilasas para
generar un sitio apurinico o apirimidinico (AP). Este sitio es reconocido por
endonucleasas o liasas especificas de sitios AP. La principal endonucleasa AP en
Saccharomyces cerevisiae es Apnl. El extremo 3'OH generado por la endonucleasa
ceba la adicion de un nucleétido (short patch) o la sintesis de un fragmento de pocos
nucledtidos (long patch) seguido por un ultimo paso de eliminacidn del extremo de la
cadena que fue desplazada durante la sintesis y ligacidn de los extremos libres.
(Friedberg et al, 1995).

Reparacion por escision de nucleétidos (NER).

Entre las lesiones mas relevantes que NER es capaz de eliminar se encuentra las
producidas por la exposicion a la luz UV, asi como las distorsiones que introducen
grandes compuestos aromaticos policiclicos o agentes quimioterapéuticos que unen
las dos cadenas de ADN entre si.

En la etapa de reconocimiento de la lesién (dimeros) se requiere la funcion de un
complejo enzimatico formado por los genes XPG-hHR23B (RAD23). En caso de
reparacion acoplada a la transcripciéon se requiere la ARN polimerasa Il y los genes CSA
y CSB. El factor de transcripcién TFIIH, XPA y RPA (SSB) actuia con XPB y XPD en la etapa
de marcado de la lesiéon. En la etapa de incisiéon dual actuan en 5’ XPF/ERCC/RAD1,
RAD10. En la etapa de sintesis y unidén actuan las ADN polimerasas 0 y/o €, PCNA
(Antigeno nuclear de células proliferantes), RFC (factor de replicacidén) y ligasas.
(Nunes, Gelds, 2006, por revision)

Reparacion de bases mal apareadas (reparacion “mismatch”).

El proceso mas importante que genera esta lesion es el error en la replicacion.

Hay similitud enzimatica entre la reparacion por escision de bases y nucledtidos y la
reparacion de bases mal apareadas pero uno de los pasos fundamentales que las
diferencia es la etapa de reconocimiento de la base incorrecta en una de las hebras
gue se da en procariotas por la secuencia GATC. (Friedberg et al, 1995).

En esta reparacion estan implicados los productos de los genes MutH, MutL, MutS.
Donde la proteina MutS reconoce el mismatch, la proteina MutH distingue ambas
cadenas clivando en la regiéon GATC y la proteina MutL coordina la actividad de Mut Sy
H.

Interrelacidn con el control del ciclo celular.

La interrelacion entre lesiones oxidativas en el ADN, retardos en el ciclo y mecanismos
de reparacidn, es uno de los problemas mads actuales en dreas de la Biologia Molecular,
de la Radiobiologia y de la Oncologia Basica

El reconocimiento a nivel del ADN corresponde a complejos de enzimas con funcidn
dual de reparacién y de control del ciclo celular, los que activan las cascadas de
transduccion que determinan la transcripcion de genes especificos (regulones de
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respuesta adaptativa). (Lowndes y Murguia, 2000; Bashkirov et al, 2000; Nie et al,
2000; Bracesco et al, 2007; Nunes et al, 2008).

Las lesiones en el ADN hechas en células proliferantes por radiaciones ionizantes y
otros agentes oxidantes, inducen retardos en las transiciones G1/S, G2/M, en fase Sy
en fase M.

Estos retardos entre fases mediados directa o indirectamente por el producto de los
genes supresores tumorales y homélogos permiten un aumento de la probabilidad de
reparacién de lesiones a nivel del ADN. (Murray y Hunt, 1993; Cavenee y White, 1995;
Friedberget al, 1995; Bracesco et al, 1995; Nunes y Siede, 1996; Bracesco et al, 2002)

2.4. Productos naturales.

2.4.1. Genaralidades sobre llex paraguariensis.

La yerba mate o yerba (en guarani ka'a) es una planta arbustiva o arbdrea originaria
de Sudamérica, de cuyas hojas secas y molidas se prepara el mate, una infusidon
estimulante comun en la gastronomia de Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguay y
Uruguay. (Giberti, 1994).

Es endémica de las cuencas del Parand, Paraguay y Uruguay, donde crece en estado
silvestre. Se cultiva ademas comercialmente en Argentina (Misiones y NE de
Corrientes), Brasil (Parand y Santa Catarina) y Paraguay desde el siglo XIX, dando lugar
a una importante industria. Sin embargo el habito de beber la infusién denominada
mate excede a América Latina y en los ultimos afios se ha abierto un mercado
internacional importante, sobre todo en Oriente Medio.

Su nombre cientifico “llex paraguariensis” le fue otorgado por el naturalista francés
Augusto De Saint Hillaire en un amplio estudio de diversas especies recolectadas en
Ameérica, principalmente en Brasil. Esta denominacion fue presentada en la academia
de ciencias de Paris en 1823, desde ahi se generalizd su uso en varias publicaciones
posteriores. (Dellacassa y Bandoni, 2001)

llex paraguariensis (Ip) es un arbol dioico de hoja perenne, que crece hasta una altura
de aproximadamente 8 metros. Las hojas son de color verde oliva y miden 8 cm de
largo, alternas, coridceas, obovadas, con margenes dentados ligeramente crenados y
apice obtuso, ademas tienen una base en forma de cufia. Los peciolos son de hasta 15
cm de largo. La etapa de floracidon se produce durante la temporada de primavera,
produciendo pequenas flores unisexuales que tienen cuatro pétalos blancos. En
algunas especies tropicales o sub tropicales, el nUmero de pétalos puede ser de 5, 6 0
7. (Giberti, 2001). Estas flores pueden ser agrupadas en grupos de 1 a 15 que aparecen
en la axila de las hojas. Los frutos son bayas de color rojo conteniendo de 4 a 5
semillas. Este arbol crece preferentemente en regiones con baja humedad, como parte
del estrato medio del bosque. (Giberti, 2001; Alonso, 1992).

Con el nombre de yerba mate se designa el producto constituido exclusivamente por
las hojas desecadas, ligeramente tostadas y desmenuzadas de Ip con fragmentos de
ramas jovenes, peciolos y pedunculos florales (Reglamento Bromatoldgico Nacional.
Decreto 315/994, 1994; Resolucion del Poder Ejecutivo N2 34.059. MSP del Uruguay,
1957). Sin embargo, y aunque no esta permitido por las normas y leyes de la regidn,
suelen emplearse espordadicamente otras especies de llex que crecen en zonas
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fitogeograficas proximas a Ip, para la elaboracién de yerba mate comercial. (Giberti
,1989).

Algunas de las otras especies llex que pueden ser utilizadas esporadicamente para
elaborar el mate comercial son llex affines Gardner, llex dumosa Reisseck, Ilex
brevicuspis Reisseck. (Gutnisky et al, 1998).

2.4.1.2. Elaboracion de la yerba mate.

Factores como el desarrollo, la edad de la planta, el momento de la cosecha, el manejo
de las plantas (nativas o reforestadas), la forma de cultivo, el procesamiento y
almacenamiento pueden determinar que la yerba mate presente variaciones en su
calidad y caracteristicas fisicoquimicas. (Dellacassa, Bandoni, 2001).

La produccién de yerba mate consiste en 6 pasos, a saber: (Dellacassa, Cesio, 2007).

Cosecha: Las hojas y tallos de entre 1y 2 afos se depositan en camadas que no deben
superar los 60 kg, evitando deteriorar la materia prima por aplastamiento exposicion
larga al sol 0 a la humedad.

Sapecado: Proceso de pre-secado donde las hojas verdes son expuestas a 2502C
durante 30 a 90 segundos perdiéndose el 25% de la humedad. Este proceso conserva
el color verde de las hojas, evitando la accion de oxidacion y fermentacion por parte de
enzimas.

Secado: Dentro de las 24 horas desde la cosecha las hojas son expuestas a una
corriente de aire caliente hasta que se alcance 3% de humedad. Este valor evitara el
crecimiento de hongos en la etapa de estacionamiento.

Canchado: Se trituran los gajos y hojas de la yerba con la finalidad reducir el volumen
del producto para su posterior manipulacién (transporte y estacionamiento).

Estacionamiento: Puede ser natural (con duracién hasta 24 meses), acelerado (30 dias
con inyeccién de aire caliente (50 a 60 2C) y humedo (60%) o mixto (utilizando ambos
esquemas de estacionamiento). Los lotes de yerba estacionada son sometidos a
procesos de molienda y mezclado en las proporciones que la receta o formulacion de
cada marca tenga determinada.

Preparacion final: La yerba es finalmente reducida a particulas mas pequefias en
molinos y tamizada para eliminar el polvo y los tallos (“palos”). Luego el producto es
envasado y almacenado para su posterior distribucion. (Corrado, 1915; Samaniego,
1937).
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2.4.1.3. Componentes bioactivos de la yerba mate.

Los reportes sobre la composicién quimica del mate no siempre distinguen entre
planta fresca, material seco, producto industrialmente procesado o las diferentes
bebidas que pueden prepararse con yerba mate. Aunque no hay diferencias
cualitativas significativas en la composicion, hay una importante variacidn cuantitativa.
(Filip et al, 2010).

Los principales componentes de la yerba mate pueden ser asociados en los siguientes
grupos:

e Polifenoles:

En general estan presentes en un 7 a 14% en la yerba (Filip et al, 2010), son solubles
en agua, incoloros, y son responsables por el gusto astringente del mate. La cantidad
de polifenoles totales en la infusién de yerba mate es de 3.4 + 0.1 mg/mL (Menini et al,
2007).

Los fenoles comprenden una serie de metabolitos secundarios derivados de plantas las
cuales contienen por lo menos un anillo benceno unido a un grupo hidroxil-fendlico.
Los niveles de polifenoles en extractos de llex paraguariensis son mayores que los
encontrados en té verde y similares a los del vino tinto (Gugliucci et al, 2009 a,b).

Los extractos son especialmente ricos en acidos clorogénicos (CGA) (Markowicz Bastos
et al, 2007; Heck and de Mejia, 2007; Menini et al, 2007; De Morais et al, 2009; Filip et
al, 2010).

Los acidos clorogénicos son una familia de ésteres formados entre ciertos acidos trans
cindmicos y acido quinico. Estos compuestos estan extensamente distribuidos como
conjugados en el material de la planta. Los mas comunes son acidos: cafeico, firulico,
sindpico y p-cumarico.

Los compuestos fendlicos también se encuentran en alta concentracidon en café, té,
manzana, girasol y arandano.

El acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) es el unico acido clorogénico disponible
comercialmente y ha sido extensamente estudiado debido a su actividad antioxidante.
Los dacidos clorogénicos son atrapadores de radicales libres y metales, pueden
interferir con la absorcién de la glucosa y se ha demostrado que modulan la expresién
génica de las enzimas antioxidantes, entre otras actividades bioldgicas (Clifford, 1999,
2004; Olthof et al, 2001; Jaiswal et al, 2010).

e Alcaloides:

Los compuestos mas activos detectados en decocciones preparadas con la hoja de Ip
no procesada son los alcaloides purinas (metalxantinas) que consisten principalmente
en cafeina (0.8-1.9%), teobromina (0.3-0.9%) y trazas de teofilina. (Filip et al ,2010;
Vazquez et al ,1986). (Figura 4).

La mayor cantidad de cafeina fue detectada en hojas jévenes mientras que en tallos y
peciolos se ha informado que contienen solo un 0.5% (Bertoni et al, 1992) se ha visto
entonces que la riqueza en alcaloides varia con la edad de la planta, disminuyendo
con el aumento de ésta.
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Figura 4: Principales metalxantinas componentes encontrados en Ip.

La cafeina influye en las actividades del Sistema Nervioso Central (SNC), cardiaca,
muscular y renal. Estos efectos sobre el sistema nervioso central (CNS) estan
confinados en los centros corticales responsables de las funciones siquicas superiores,
y resultan en una buena coordinacion realzada de las funciones cerebrales vy
consecuentemente en alta vigilancia y actividad mental. (Martindale et al, 1999).

e Vitaminas:

Entre las vitaminas presentes en el mate tenemos la vitamina C (acido ascdrbico:
104mg/100g de hojas frescas), la vitamina B1 (tiamina, 13% VD*), la vitamina B2
(riboflavina, 23% VD*), el acido nicotinico, la vitamina A, vitamina E, el acido félico, y
también derivados del acido pantoténico. (Dewick, 1999; Bertoni et al 1992, Bracesco,
2003).

(*) Valores diarios de referencia en una dieta de 2500 calorias.

e Componentes volatiles:

Un total de 196 componentes volatiles fueron identificados en el aceite volatil, siendo
muchos de ellos, probablemente, resultantes de la degradacién térmica de los
carotenoides, acidos grasos, degradacién hidrolitica, o formados por la reaccién de
Maillard, durante los procesos de secado y tostado.

Los 10 mas importantes fueron identificados como a-ionona, B-ionona, a-terpineol,
acido octanico, geraniol, 1- octanol, nerolidol, geranilactona y eugenol asi como la
identificacion de diferentes compuestos fendlicos donde se destacan importantes
derivados cafeicos y flavonoides como la quercetina, la rutina y el kaempferol.
(Kawakami, 1991; Filip et al, 2001).

e Componentes minerales:

Las concentraciones de minerales en vegetales no solamente son especificas para la
especie, edad y tejido, sino que también dependen del ambiente. Diversos factores
controlan la proporcidén de minerales en los vegetales, principalmente el genético.
También el contenido cambia drdsticamente dependiendo de las practicas de
agricultura. El uso de fertilizantes y la calidad de la tierra tienen un importante
impacto en la composicion mineral de las hojas. (Vera Garcia et al, 1997; Reissmann et
al, 1999).

Los compuestos encontrados en forma significativa sobre 100g de hoja fresca son
magnesio 155.43 a 420.00 mg, calcio 64.89 a 116.52 mg, hierro 2,52 a 4.95 mg, sodio
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14.32 a 19.09 mg, potasio 569.13 a 774,40 mg, manganeso 32.45 a 63.02mg y zinc
2.77 a 4.99 mg, cobre 0.8 a 1.2 mg. (Tenorio Sanz et al, 1991; Carducci et al, 2000).

e Saponinas:

La yerba mate tiene numerosas saponinas triterpénicas derivadas principalmente del
acido ursélico (metasaponinas) y en menor cantidad saponinas derivadas del acido
oleanolico representando entre el 5 a 10% de la hoja de llex paraguariensis. (Filip et al,
2010). Son sustancias glucosidicas con la propiedad de provocar, en soluciones
acuosas, la formacion de espumas. Debido a la reduccién de la tension superficial,
presentan accidon detergente y emulsificante. Son responsables por el indice de
amargor y de espuma de la yerba mate. (Taketa et al, 2004).

Las saponinas tendrian actividad anti hipercolesterolémica probablemente
contribuyendo a la formacién de micelas entre el colesterol y las sales biliares en el
intestino, formando complejos que no pueden ser absorbidos. (Coniglio et al, 1994;
Filip et al, 2010).

Se sabe que en una cebadura (50 a 250 g), la cantidad de saponinas ingeridas seria
capaz de complejar entre 26 a 105 mg de acido cdlico, lo que sugiere que in vivo dichas
saponinas podrian formar complejos con los acidos biliares, lo que podria determinar
una disminucién efectiva de las concentraciones de colesterol en sangre (Ferreira et al,
1997)

También se ha informado que las saponinas interfieren con el metabolismo del
colesterol y retrasan la absorcion intestinal de las grasas via la inhibicion de la actividad
de la lipasa pancreatica. (Dickel et al, 2007)

e Otros componentes:
Acidos Orgénicos, Proteinas, Celulosa, Lignina, Clorofila, Lipidos, Carotenoides, y 15
diferentes Aminoacidos. (Bracesco, 2003)

2.4.1.4. Actividad de proteccion celular, antioxidante vy
antimutagenica de Ip.

Los extractos de /p son potentes inhibidores de la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y tienen efectos antimutagénicos.

Se demostrd que el extracto de Ip es capaz de inhibir la oxidacién “in vitro” de LDL. La
inhibicidn de la peroxidacion lipidica fue monitoreada por los dienos conjugados y por
el método del acido reactivo (TBARS) ademds de la modificacién de LDL apoB. Esta
inhibicidn tiene un efecto dependiente de la concentracién. (Gugliucci et al, 1995).
Subsecuentemente se extendié esta observacion “in vivo” demostrando que los
antioxidantes en Ip son absorbidos a nivel intestinal en el hombre y que alcanzan
niveles suficientemente altos en todas las muestras de plasma de humanos sanos
inhibiendo la auto oxidacion de LDL inducida por cobre como se mostré por la
produccion de TBARS. (Gugliucci et al, 1996).

Estos resultados fueron corroborados empleando tres sistemas de oxidacion diferente
(induccién por cobre, peroxinitrito y lipoxigenasa) sobre la LDL humana. (Gugliucci et
al, 2002).
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También se presentaron resultados que mostraron un potencial antioxidante de los
extractos de Ip, al inhibir quimicamente la oxidacion de membrana sintética
(liposomas), también medida por la produccién de TBARS. (Filip et al, 2000).

Por otro lado se investigaron las propiedades antioxidantes de un extracto acuoso de
Ip, en ratas, usando un sistema generador de radicales libres, observandose una
inhibicién en la lipoperoxidacion en higado de rata dependiente de la concentracién.
Adicionalmente, el extracto fue también capaz de inhibir la peroxidacién inducida por
el perdoxido de hidrogeno en membranas celulares exhibiendo propiedades de
atrapamiento de radicales rechazando al anién superdéxido. (Schinella et al, 2000).

En otro trabajo se observo que el peroxinitrito y la lipoxigenasa que inducen oxidacidn
en la LDL humana son inhibidos potentemente por los extractos de yerba mate, de
forma dependiente de la dosis. (Bracesco et al, 2003).

En este mismo trabajo se evaluaron las propiedades antioxidantes de la infusién de Ip
por medio de la induccién de roturas de doble cadena en el ADN por perdxido de
hidrégeno en Saccharomyces cerevisiae, los resultados sugirieron que la infusién de
mate disminuye, en forma dependiente de la dosis, el nimero de roturas de doble
cadena en el ADN. (Bracesco et al, 2003).

Se estudié también la actividad quimiopreventiva de la infusién de mate evaluando la
citotoxicidad y la actividad de ornitina decarboxilasa y quinona reductasa inducidas por
TPA usando células Hep G2 (linea celular del tumor de higado en humanos).

En el mismo trabajo también se analizé la actividad inhibidora de la topoisomerasa
usando Saccharomyces cerevisiae. Los resultados presentados por los autores sugieren
gue la actividad citotoxica y la inhibicidn de la topoisomerasa Il pueden contribuir a la
actividad quimiopreventiva de los extractos de mate. (Ramirez et al, 2004).

Otro trabajo evalud también la actividad quinona reductasa en mate en células de
hepatoma murine Hepalclc7 (linea celular del tumor de higado en ratones), no
encontrandose induccion de estas enzimas al rango de concentracién analizada (0.5-
10.5mg/ml). (Chandra et al, 2004).

En otro ambito se mostraron los efectos protectores “in vitro” de Ip contra la
citotoxicidad inducida por peroxinitrito la cual estd implicada en los mecanismos
patogénicos del derrame cerebral, la isquemia del miocardio, diabetes y diabetes
asociada con disfuncion cardiovascular. Extracciones acuosas a partir de Ip
presentaron la mayor inhibicidon observada de nitracién proteica y una alta promocién
de sobrevida celular, siendo mayor de 60% en diluciones de 1/1200. (Bixby et al, 2005).
A su vez se demostré que las infusiones de mate pueden también actuar sobre la
peroxidasa, al investigarse la actividad de los extractos acuosos de Ip y yerba mate
comercial sobre la secrecion de peroxidasa en glandulas submaxilares en ratas
hembras. La cafeina y los acidos clorogénicos presentaron un importante rol en la
induccion de la secrecidn de peroxidasa. La peroxidasa es una enzima bucal y las
infusiones podrian jugar un importante rol, en la proteccién contra procesos
patogénicos. (Filip et al, 2007).

2.4.1.5. Laingesta de mate y la incidencia de cancer.
Algunos estudios epidemioldgicos sugieren o indican que hay una asociacion entre el

consumo de mate y el cancer orofaringeo. (Vassallo et al, 1985; De Stefani et al, 1988;
Pintos et al, 1994; Sewram et al, 2003). Este efecto puede estar relacionado con la
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temperatura de la infusion y no con la bebida por si misma. En poblaciones de
Saccharomyces cerevisiae se pudo comprobar que el efecto mutagénico depende del
tiempo de exposicion a la alta temperatura. (Candreva et al, 1993).

Muchos estudios en modelos de cultivos celulares, asi como en animales parecen
converger para mostrar un efecto anti-mutagénico y protector del ADN de los
extractos de Ip y sus componentes. (Bracesco et al, 2003; Candreva et al, 1993;
Miranda et al, 2008).

Los resultados sugieren que el mate puede proteger al ADN frente a distintos
genotdxicos y mejorar la actividad de reparacién gendmica. Esta proteccidén puede ser
atribuida a la actividad antioxidante de los compuestos bioactivos del mate como el
acido clorogénico, la rutina, la quercetina, y a la activacion de puntos nodales de las
cascadas de transduccién involucradas en el control del ciclo celular y en Ia
reparacion de ADN. (Bracesco et al, 2003; 2007, Nunes et al, 2008).

Por otra parte como ya se menciond en la cadena de produccion de yerba mate se
produce la contaminacion del mate con hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH’s)
gue son compuestos potencialmente carcindgenos. (Leitao and Braga, 1994; Kamangar
et al, 2008). Estos compuestos son hidrofobicos y su contenido en la bebida de mate es
generalmente muy bajo, pero se vuelve importante debido a las grandes cantidades
gue usualmente beben las personas por dia. (Hsu et al, 1995; Jacques et al, 2007; Heck
et al, 2008).

3. Hipotesis.

La hipotesis de trabajo supone disminucion diferencial de lesiones inducidas por
agentes genotoxicos como las radiaciones ionizantes y el benzo(a)pireno en presencia
de la infusidn de Ip o de sus componentes bioactivos. A nivel celular Ip induciria un
aumento en las probabilidades de sobrevida y un efecto antimutagénico.

4. Objetivos.

Objetivo general:

Estudiar el posible efecto protector de la yerba mate (Ip) y alguno de sus componentes
bioactivos frente a agentes genotodxicos

Objetivos especificos:

Determinacion de probabilidades de sobrevida y mutagénesis en muestras celulares de
levaduras (Saccharomyces cerevisiae) bajo diferentes tratamientos, a saber:

a) Exposicion a radiacion gamma (RI) en tratamientos simples o combinados: Rl e
infusion de yerba mate o Rl con resveratrol.

b) Incubacién en presencia del compuesto benzo(a)pireno como agente Unico y
en presencia de benzo(a)pireno e infusién de yerba mate concomitantemente.
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5. Materiales y métodos.

Cepas de Saccharomyces cerevisiae.
Se utilizaron cepas de Saccharomyces cerevisiae haploides SC7K lys2-3 (auxotrdficas
para lisina). (Nunes et al, 1984).

Mantenimiento de las cepas de Saccharomyces cerevisiae:
Las cepas de S. cerevisiae se mantienen en tubos de agar inclinado conteniendo YPDA
en la heladera a 4°C. (Rose et al, 1990).

Medios de cultivo

Se utilizaron medios de cultivos nutrientes para el estudio de la sobrevida (YPD, YPDA)
y selectivos para mutagénesis (OM) habituales para Saccharomyces cerevisiae
descritos en la literatura (Rose et al., 1990) y que se detallan a continuacion.

- YPD: Medio nutriente liquido: 1% de extracto de levadura (Difco, US Biological), 2%
bactopeptona (Difco, US Biological) y 2% glucosa (Sigma).

- YPDA: Medio nutriente sdlido: YPD + 2% agar (Difco, US Biological).

- OM: Medio de omisién: 0.67% base nitrogenada de levadura (Difco), 2% glucosa
(Sigma) y 2% agar (Difco, US Biological).

Agente fisico.
Radiacidon ionizante: Gamma: Fuente Co60: Nordion 220, Dosis absorbida: 100 y 200
Gy. Dosimetria: dosimetro de polimetilmetacrilato Harwell Amber 3042 S.)

Agentes Quimicos y Naturales.

Infusién de yerba mate

Se prepard siempre con yerba “Canarias” SA, Origen Baldo Brasil. Se prepard
inmediatamente antes de cada experimento, colocando 50 g de yerba en un matraz al
que se le agregaron 250 ml de agua destilada a 70 £ 3 2C. Luego se filtré con papel de
filtro (Watman N2 2) y el filtrado se esterilizé por filtracion con filtros de 0.45 pum.

Resveratrol.

Se prepard una solucion madre de resveratrol (Resv) (PM=228,25 g/mol) a una
concentracion 600 pg/mL en agua destilada. La concentracidn final en las alicuotas de
cultivo celular al ser agregado en una proporcion de 10% fue de 60 pg/mL.

Suspension de Benzo(a)pireno.

Se prepararon suspensiones madres de diferente concentracion de benzo(a)pireno
(PM=252,31 g/mol) en un rango entre 20 pg/L. y 245 pg/L (2 pg/Kg es el valor
permitido para alimentos). (Vives et al, 2001)

Las suspensiones se realizaron en agua destilada y esterilizada con el agregado de
Tween 80 al 10% de manera de aumentar la solubilidad del benzo(a)pireno en agua.

Se realizaron las diluciones necesarias para que al agregar el agente en una proporcion
de 10% las concentraciones finales en las diferentes alicuotas de cultivo celular fueran
2 ng/mL, 20 ng/mL, 24,5 ng/mL.
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Crecimiento de las Poblaciones Celulares

Para cada experimento se tomo una muestra de la cepa a utilizar y se realizdé un primer
pasaje a medio de cultivo YPD en condiciones de esterilidad e incubando por 3 a 4 dias
bajo agitacién continua a 30°C en un agitador orbital.

De esta manera la poblacidn alcanzé una fase estacionaria temprana. A partir de este
primer pasaje se realizd un segundo pasaje que consiste en diluir apropiadamente en
YPD una fraccion del cultivo celular proveniente del primer pasaje e incubarlo durante
la noche a 30 °C con agitacién continua de manera de obtener un cultivo en fase
exponencial de crecimiento (N=1-3 x 10’ células/mL). A fin de lograr reproducibilidad,
el N2 inicial del segundo pasaje para cada cepa asi como el tiempo de incubacion
necesario para alcanzar la fase exponencial de crecimiento (que depende del tiempo
de generacién celular TGC=1,5 hs) se determind por el estudio de la cinética de
crecimiento poblacional.

Tratamientos

Se partié de cultivos en fase exponencial de crecimiento con (N= 1 - 2 x 10’
células/mL), en ese punto los cultivos fueron divididos en varios frascos y sometidos a
los tratamientos simples y sus combinaciones.

Células tratadas con rayos gamma:

- Construccién de una curva dosis efecto:
Para este tratamiento se irradid con diferentes dosis absorbidas (Da) de Rayos gamma
en un rango de 0 a 200 Gy

-Tratamientos simples (un solo agente):

Rayos gamma -Dosis absorbida: 200Gy. Dosimetria: dosimetro de polimetilmetacrilato-
Harwell Amber 3042 S; Ip (10% v/v); resveratrol 600 pg/ml (10% v/v) y respectivos
controles no tratados.

-Tratamientos combinados (2 agentes):

10 min antes de la irradiacidn, se trataron las alicuotas de células en medio nutriente
con Ip o resveratrol, a las concentraciones indicadas mas arriba. Luego se procedié a
irradiar parte de las muestras, las restantes mas las no tratadas se utilizaron como
controles paralelos

Células tratadas con benzo(a)pireno:

-Construccion de una curva dosis efecto:
Se incubaron por una hora las alicuotas de cultivo celular a diferentes concentraciones
de benzo(a)pireno en un rango de 0 a 24,5ng/mL.

-Tratamientos simples (un solo agente): benzo(a)pireno (10% v/v), Ip (10% v/v) y
control no tratado. Se incubaron por 1 hora.

-Tratamientos combinados (2 agentes): en estos tratamientos se agregd
concomitantemente benzo(a)pireno e Ip (10% v/v). Se incubd por 1 hora.
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Inmediatamente después de los tratamientos simples o combinados las muestras
celulares fueron lavadas dos veces en agua desionizada.

A partir de estas suspensiones celulares se procedié a las determinaciones de tasas de
sobrevida y mutagénesis.

Para las curvas de dosis efecto solamente se determind la tasa de sobrevida como
estimador de la Probabilidad de sobrevida.

Curvas de sobrevida y analisis de la mutagénesis

Para determinar la sobrevida, las muestras celulares tratadas como ya se describié
fueron apropiadamente diluidas de manera de obtener 200 - 400 células viables por
placa de Petri y sembradas en YPDA (el ensayo se hizo por triplicado para cada una de
las muestras).

Las placas fueron incubadas a 30°C durante 3 dias. Se contd el numero de colonias y se
calculd, la sobrevida S(x) para cada tratamiento, de acuerdo a:

S(x) = Ns (x) / No, donde Ns(x) es el nimero total de células capaces de multiplicarse y
por tanto de sobrevivientes para la dosis x y Ng es el nUmero de células sobrevivientes
(ndmero de colonias de la muestra control). En todos los casos los valores utilizados
son promedios del conteo de las tres placas.

En el estudio con benzo(a)pireno se determinaron las funciones de sobrevida S(x),
S(x,y), donde x es la “dosis” (concentracién por tiempo de exposicion) y donde y es la
dosis correspondiente a la yerba mate (/p).

En el estudio con rayos gamma se determinaron las funciones de sobrevida S(x), S(x,y),
S(x,z) donde x es la “dosis” absorbida de radiacion gamma (D=200Gy); y, z son las
“dosis” correspondientes a la infusidon de yerba mate y resveratrol, de acuerdo a lo
indicado mas arriba. (Eckardt y Haynes 1977; Haynes, 1988).

Para determinar la mutagénesis, las muestras celulares procesadas como se describid
anteriormente vy sin diluir (N= 10 ’ cels/ml) fueron sembradas a 0.2 ml de cultivo por
placa de Petri conteniendo medio de seleccion OM para la cepa SC7K lys 2-3 (el ensayo
se realizé por triplicado). (Keszenman et al, 2000).

Las placas se incubaron a 30°C durante 21 dias y luego se realizd el conteo de las
colonias correspondientes a las revertantes a la potrotrofia lys — LYS.

Se calculd la frecuencia de mutacion M(x) para cada dosis de x, y para los productos
naturales a las dosis y, z de la siguiente manera:

M(x) = Nm(n) / Ns

Donde Nm es el nimero de mutantes/mL para las dosis n: x, vy, z.

Ns(n) es el nimero de sobrevivientes/ mLy para cada dosis Unica o en combinacién. Se
calculé ademas la frecuencia espontanea de mutacién en las condiciones de nuestros
experimentos dosis = 0 (Eckardt y Haynes, 1977).

Métodos estadisticos:
El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizo segun la Distribucion Binomial,
se consideraron datos significativos para p<0.05.
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6.

Resultados.

Tratamiento con radiacion gamma.

En poblaciones tratadas con dosis crecientes de rayos gammas (0-100 Gy) se observod
una disminucion continua de la probabilidad de sobrevida en funciéon de la dosis.
(Tabla I, figura 5)

Dosis (Gy) 0 100 200
Sobrevida S(x) 1+0,0056 0,36 +0,03 0,20+ 0,02
Tabla |
1
.
T
0,1
0 100 200
Dosis (Gy)

Tratamiento combinado de radiacién gamma e Ip.

Figura 5: Fraccion de sobrevida a diferentes dosis de rayos

gamma

En poblaciones tratadas simultdneamente con Ip y rayos gammas asi como en las
tratadas simultdneamente con resveratrol y rayos gammas se observd un aumento
significativo en la probabilidad de sobrevida comparada con la misma dosis de rayos
gamma actuando como unico agente. (Tabla Il, Figura 6)

Muestra C Ip Resv Y Y+Ip Y+Res
(Sx) 1.00+0,0056 | 1.07+0,0056 | 0.95+0,015 | 0.20+0,02 | 0.34+0,03 | 0.31+0,03
Tabla Il
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Figura 6: Fraccién de sobrevida (S(x)) bajo tratamiento
simple y combinado con Ip, o Resv, Y.

Cabe mencionar que en las poblaciones expuestas solamente a los agentes naturales
no se observaron diferencias significativas con respecto a las poblaciones controles no

tratadas.

En relacién a la frecuencia mutagénica, no se observd una variacién significativa con
respecto a la frecuencia de mutacidon espontanea en el caso de las poblaciones
expuestas a los productos naturales como Unico agente por separado. En las
poblaciones tratadas con rayos gamma como Unico agente se observo un aumento
significativo de la probabilidad de mutagénesis.
Por otro lado en las poblaciones tratadas simultaneamente con rayos gamma e Ip asi
como los tratados con rayos gamma y resveratrol se observd que la frecuencia

mutagénica fue significativamente menor. (Tabla Ill, Figura 7).

Muestra C Ip Resv Y Ylp YRes
Frecuencia | 7.32e-6 5.81e-6 9.9e-6 7.04e-5 4.81e-5 4.35e-5
mutagenica | £ 5,41e-7 + 4,82e-7 *+ 6,29e-7 +1,67e-6 +1,38e-6 +1,32e-6
Tabla lll
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Figura 7: Frecuencia mutagénica bajo tratamientos
simples y combinados.

Tratamiento con benzo(a)pireno.

En relacién a la probabilidad de sobrevida se observé una disminucion continua de la
misma en funcidn de la dosis creciente de benzo(a)pireno (Tabla IV, Figura 8).

Concentracién (ng/mL) | O 2 20 24.5
(Sx) 1+0.0056 0.58 £ 0.03 0.52+0.03 0.45+£0.03
Tabla IV
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0 2 20 24,5
Bp (mg/mL)

Figura 8: Fraccion sobreviviente (S(x)) en funcion de
concentraciones crecientes de Bp

Tratamiento con benzo(a)pireno e Ip.

En los tratamientos combinados con el genotdxico e Ip se observd un aumento
significativo en la frecuencia relativa de sobrevida. (Tabla V, Figura 9)

Muestras C Ip Bp Bp-Ip
S(x) 1+ 0.0056 1+ 0.0056 0.45+0.043 0.90+0.02
Tabla V
100
X T
0]
C Ip Bp Bplp

Figura 9: Fraccién sobreviviente (S(x)) bajo tratamiento
simple y combinado de Ip y Bp. (Bp= 24,5 ng/mL)
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Puede observarse que la sobrevida frente a Ip como tratamiento Unico no difiere con
la del control.

En poblaciones celulares expuestas concomitantemente a 24,5 ng/mL de
benzo[a]pireno e Ip la frecuencia relativa de sobrevida S(x) se multiplicé por un factor
2.

Se observé ademas una disminucion significativa de la frecuencia mutagénica en caso
de tratamiento combinado (Tabla VI, Figura 10)

Tratamiento | C Ip B=24,5ng/mL Ip B=24,5ng/mL
Frecuencia 1.06e-5 % 6,5e-7 9.41e-6 +6,13e-7 | 3.84e-5+1,24e-6 | 1.18e-5*6,87e-7
mutagenica
Tabla VI
le-4
R
7]
(]
c - -
% le-5 -
I 1
5
=
le-6
C Ip Bp Bplp

Figura 10: Frecuencia mutagenica bajo tratamiento simple y
combinado de Ip y Bp. (Bp= 24,5 ng/mL)

A la concentracion de 24,5 ng/mL de benzo[a]pireno la frecuencia mutagénica
disminuyd en un factor de 3,3 + 0,3 en las poblaciones concomitantemente expuestas
a la infusion Ip.
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7. Discusion.
Tratamiento con rayos gamma.

Los datos obtenidos indicarian la existencia de uno o mas mecanismos de defensa
celular ya sea por componentes de la Ip con capacidad antioxidante de atrapamiento
de radicales libres, formados en su gran mayoria al interactuar la radiacién ionizante
con el medio acuoso celular, o por accién indirecta sobre componentes de las vias de
control del ciclo celular y reparacién del ADN. (ver introduccién).

Al ser el resveratrol (trans-3,4’,5-trihidroxistilbeno) uno de los componentes
polifenolicos de la yerba mate, seria por lo menos en parte responsable de la
capacidad antioxidante de la Ip.

El resveratrol es un polifenol sintetizado en una variedad de especies de plantas luego
de retos como infecciones fungicas o irradiacion ultravioleta y ha despertado un gran
interés en la comunidad cientifica debido al amplio espectro de sus efectos bioldgicos.
En modelos de células de mamiferos en la etapa de formacién y procesamiento del
dafio al ADN por radiaciones u otros genotoxicos el resveratrol protegeria el genoma
como un antioxidante a través de la supresion de la activacion metabdlica del
carcinégeno, la expresion de novo de genes que codifican proteinas de desintoxicacion
y posiblemente incluso a través de propiedades de depuracion de radicales. (Gatz et al,
2008a).

Los antioxidantes contenidos en la infusién Ip, como el resveratrol, pueden cambiar la
generacion y el destino de ROS inducidos por la radiacion, dependiendo de su
concentracion y el potencial redox de los componentes involucrados. Algunos
resultados mostraron que la adicion de Ip 5 minutos antes de la irradiacion sélo
proporciona un efecto protector leve, lo que indica que el tiempo requerido para el
transporte y la distribucidn intracelular de los antioxidantes juegan un papel
importante en los efectos radioprotectores observados. (Bracesco et al, 2013 en
revision).

Los efectos antioxidantes, antiinflamatorios, de induccién de la apoptosis y regulacidn
del ciclo celular han sido analizados en diferentes sistemas celulares con la
participacién de mas de 30 blancos moleculares en multiples vias celulares diferentes.
Es asi que el resveratrol inhibiria la iniciacidon, promocion y progresion tumoral y este
hecho estaria explicado principalmente por sus propiedades en el control del ciclo
celular y la induccidn de apoptosis. (Gatz et al, 2008b; Curtin, 2012).

Se ha sugerido que el resveratrol inhibe tanto la recombinacién homadloga (HR) como
la union de extremos no homodlogos (NHEJ) independientemente de sus funciones
reguladoras del crecimiento celular y la apoptosis. Se ha propuesto que la activacién
de ATM y / o ATR es un efecto central de la accién del resveratrol. Resultados
obtenidos en nuestro laboratorio utilizando mutantes en el punto nodal ATR/
MEC1 indican que distintos tipos de antioxidantes activarian funciones de control
del ciclo y reparacion gendmica sin errores. (Bracesco et al,2013). La represién de
las vias de recombinacién propensas a errores podria explicar, al menos parcialmente
los efectos quimiopreventivos de este componente natural de la planta en modelos de
cancer de origen animal. (Gatz et al, 2008 a,b). Estos autores indican la produccién de
roturas de ADN dependientes de resveratrol en presencia de iones Cu (ll) y la
inhibicion de las ADN polimerasas alfa y delta, lo que ha producido controversias
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sobre el papel de RV, la rutina y otros antioxidantes como compuestos protectores
(Gatz et al, 2008a). En este sentido seria importante comparar y /o reproducir las
condiciones de esos hallazgos controlando las concentraciones utilizadas y los
potenciales redox involucrados en cada sistema.

Los presentes resultados en conjunto con datos proporcionados por la bibliografia
permiten plantear la existencia de uno o mas componentes de /p, como el resveratrol,
los que actuarian solos o interactuando con otras moléculas contrarrestando los
efectos potencialmente letales y mutagénicos de los rayos gamma por distintos
mecanismos de defensa antioxidante y activacion de vias de control del ciclo
celular y reparacion de ADN.

Tratamientos con benzopireno.

De acuerdo a la hipdtesis se encontré una disminucion de la frecuencia mutagénica de
las poblaciones expuestas a ambos tratamientos frente a las expuestas solo a
benzo(a)pireno.

Los aductos formados por la unién del derivado diol epdxido del benzo(a)pireno,
inducen distorsidn e inestabilidad en la cadena de ADN. La reparacidn por escisién de
nucledtidos (NER) que se realiza con baja probabilidad de error es uno de los sistemas
de defensa vital contra los aductos carcinogeno-ADN. Si éstos no pudieran reparase
podria iniciarse la primera etapa de transformacién maligna que podria llevar al
desarrollo de cancer. (Kropachev K. et al, 2009).

Los datos obtenidos sugieren que la infusién de Ip estaria actuando evitando la
metabolizacion intracelular del Bp y/o regulando algin punto en la via de reparacién
escisional (NER).

Algunos autores indican que a nivel humano la exposicidn al Bp incrementa la actividad
de CP1A1, (como se explico anteriormente) enzima del citocromo P450, que participa
en la metabolizacion del Bp y la expresion de la proteina XPA implicada en la
reparacién NER. (Wei et al, 2009). Estos datos nos darian la pauta de que la infusién de
Ip estaria actuando a nivel de los complejos sensores o transductores del dafio en el
ADN provocado por el Bp.

Otros autores mencionan el hecho que el bloqueo de la progresion de la ADN
polimerasa de alta fidelidad por encontrarse con la lesidén se contintda con el remplazo
de la polimerasa replicativa por una o mas polimerasas bypass de translesion (sintesis
a través de la lesidn: TLS). Esta es una via de reparacion que tiene alta probabilidad de
reclutar una ADN polimerasa de baja fidelidad, via postrreplicativa  RAD6
dependiente. (Keszenman et al, 2005). Este seria uno de los mecanismo por el cual
se introducen mutaciones en el genoma por la exposicion al Bp. (Jia L et al, 2008).
También es conocido que el bloqueo producido por los agentes quimicos que se unen
al ADN puede provocar el colapso de la horquilla de replicacién creando asi rotura en
las dos cadenas. En levaduras haploides este tipo de dafio implicaria su procesamiento
principalmente a través de union de extremos no homologos NHEJ. (Shrivastav et al,
2007).

En resumen las alteraciones a nivel gendmico producidos por Bp pueden deberse a una
falla en la reparacion exicional NER (sin error), a un procesamiento post posrreplicativo
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dependiente de RAD6 a través de TLS y a un procesamiento de posibles roturas doble
de cadena por el mecanismo propenso a error de NHEJ. (Blanc et al, 2011).

8. Conclusiones.
Radiacion gamma:

Presentes resultados indican que la infusion de yerba mate y el resveratrol poseen
efectos radioprotectores en las condiciones de nuestros experimentos.

Esta radioproteccién por parte de los compuestos estudiados, podria explicarse por
interacciones de los polifenoles aislados o en conjunto con cascadas de Oxido-
reduccion perturbadas por Rl a nivel de los compartimientos extracelular e
intracelulares (ej. mitocondrias, nucleo), ademas de activacién por cascadas de
senalizacion redox de puntos nodales de control del ciclo celular los que interactuan
modulando HR y NHEJ que determinan la reparacién gendmica sobre roturas simples
y dobles del ADN (ej. Mec1/Tel1/ATR,hATM). (Bracesco et al, 2007; Nunes et al,
2008, Genestra, 2007; Curtin, 2012; Bracesco et al, 2013 por revision; Gatz et al, 2008
a,b). En caso de dafo oxidativo a nivel de bases actian ademas los sistemas de
reparacion BER, MMR vy Postrreplicativo que pueden modularse por mecanismos
redox. (Curtin, 2012).

Benzo(a)pireno:

Se concluye que los componentes mutagénicos de las vias de reparacion gendmica que
se ponen en juego frente a derivados del benzo[a]pireno se modulan con disminucion
de flujos en presencia de componentes de Ip. Estas vias mutagénicas son
fundamentalmente las escisionales (BER, MMR) vy las vias de reparacion
postrreplicativa dependientes del gen RAD6/hRADG6 (polimerasas eta y zeta de sintesis
translesion). (Keszenman et al, 2005; Curtin, 2012).

Si falla la via NER (sin error) podrian procesarse los dafios a través de otras vias
mutagenicas como son NHEJ y las posrreplicativas sujetas a error dependientes de RAD
6.
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