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Desde loa anos 70's se ba encontrado que Por aua <=Arac­

ter!aticas antloxidnntec, la vitamina-e poseo cierta actividad 

anticancuriqena, ade:IMl.s SG hnn viAto efecto~ antimutag~nicotJ con 

dosis especificas de esta vitaai.na sin causar riengo alquno al 

material q6nico sobre diferente• aiateaa.& de ostudi~~ 

Est:e trabajo coaprendió e1 estudio do tres dosis dife­

rentes do vitamina-e (4cido ascdrDico) (l g/Kg, 5 g/K9 y 7 qfkq}, 

a.obre ratones expuestos al aut4qono mitolllicina-c (MHC) que ha 

aoatrado aer el a4s potente (pero con baja producción de aberra­

ciones cromosó-.lca•l tanto in ~ co1a0 i.n ~ .. 

Dicho efecto tu6 evaluado P8diante la prueba de inter­

cambios dd craútid.aa her11anaa (1CH), que ea la. que actualJ1ente 

proporciona el indice ds sensible para detectar el dano 

qen6tico, y analizado eatadlatica.aente eediante un an4liais de 

varianza y la prueba de TUckey, aJll>o.• con p < o.os. 

'rambiAn •• evaluó el efecto de dicha vitaalna aobra la 

proliferación celular ~a 1& ~~ul~ 6~ea de l<>R rfttones, y so 

analh:6 fft:adlst:ictment.. .....Siante la ~ de chi cuadrada con -

p < o.os. 
La vltaaina-C por •l aiwwa, •deat• de no aumentar la 

frecu•ncla d9 XCII, •1•rci6 un efecto anti-ICR eatadlaticamente 

aiqnificativo en lmn treo dosis adllinlstradeai no preaent.6 •foc­

t.os ainer9lsticot1 con la '9IC: en la frecuencia 4- XCII, pero al •n 

la pro1iferac16n celular de la 9'dula e.ea iA l!.i:!ul, lo cual 

qa.ll:aaa aea un reflejo de •U acción qenoprotectora. 
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i.i. Definición y Antecedentes de los Intercambios de 

cromatidas Hermanas ( ICH) . 

Se puede establecer de manera sencilla que los intercam­

bios de crom.6tidas hermanas (ICH) son, como su nombre lo indica 

intercarabios de segmentos homólogos o casi homólogos. sim~tricos 

y equivalentes entre las cromdtidaG de un mismo crorr.osoma (Mo­

rales,1988; Y'Stetka y Carrano,1977). Figura l 

fué HcClintock en el ano de 1938 qui~n al percatarse de­

que los cromosomas en anillo podi~n, eventualmente, oriqi.nar 

anillos dicéntricos, sugirió el fenómeno de los ICH (HcClintock,-

1938). En 1958 J. Herbcrt Taylor y sus colegas (de los departa­

mentos de Biologia y Medicina en el Laboratorio Nacional de 

Urook.haven demostraron y publicaron la existencia de los ICH 

detectados citolóqicamente en las células de la ra!z de Ct:.tu2i4 

cnpalpris (Tice y Hollander,1984). Mediante el an4lisis nutorra­

diogrAfico de dichas c6lulas, cultivadas en presencia de timidina 

tritiada durante el primero de dos ciclos de aiviaión sucesivos, 

ellos observaron intercambios de segmentos entre una crom4tida 

marcada y otra no marcada (Taylor,1958). 

~nos m6s tarde los intentos para detectar la slnteuis de 

acido desoxirribonucl~ico (AON), y junto con ella a los ICH, se 

basaron en la incor90ración en el ~DN do un &tomo pesado y pola­

rizable como el bromo (Br) en forma do un an&loqo de base~ la 
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broModesoxiuridina (BrdU), que pudiera ser detectado por la per­

turbación a estados excitados de dicho substituyento y que, por 

tanto, mostrara lns propiednd~s luminiscentes de él o los colo­

rantes apropiados, unidos al AON. Los prl•eros cxperiMcntoa de 

este tipo se realizaron a mediados de 1972 por invostigadorcs 

como Latt y Sugiyaaa (Tice y Uollander,1984; y Got.o y cols,l97S), 

centrAndose en el uso de la quinacrina y sua derivados, princi­

palmente debido a la capacidad de estos compuestos de producir 

patrones de bandeo de cromosoans en mctafase. Sin embargo, debido 

a que no habla un marcado efecto entre la substitución de la BrdU 

y la fluorescencia de la quinacrina. sólo ao pudo continuar. con -­

este procedimiento hasta que Grnpp y Hilwigg encontraron nuevos -

tipos de colorantes como los bisbenzimidnzoles (v.9r.el Uoechst -

33258). MAs tarde se comprendió que dichos bisbenziaida%oles al 

unirse al ADH podian ser reducidos por la sustitución do BrdU -­

y que dicho efecto podria servir paca la detección citológica de 

la incorporación y por tanto de la sintesis de ADN. Poco después 

se.. observó que la e•itilón Jt:: rluoresccnci.:i del nocch!::t 3'32'513 al 

unirse a po.liu(dAde-BrdU) era: inestable a la iluminación repetida 

y que las c61ula.s substituidas con BrdU y expuestas al colorante 

eran claramento aensiblea a la luz. 

Debido a que el m6todo original de Latt requeria entonces 

un microscopio de fluorescencia y que adem4B esta tluore&ceneia 

&e extingue rApldamente durante la observación (Latt,1973 y 

1974), Perry y Wolff en 1974 propusieron un nuevo •6todo 

utilizando adem4s de la BrdU, el colorante de Gieasa y la exposi-
o 

ción de las preparaciones a un buffer caliente (2 x ssc a 60 e) 



(~erry,1974), la observación resultado da dicha técnica puede ser 

explicada en t6rminoa de una fot6lisis y una elucidn lXJr ~l 

buffer caliente (Goto y cols,1~75), aunque ~sta no ha sido la 

dnica explicación dadn al respecto a trav~s de los anos (Burkh~l­

der, 1979}. A.si. esta t6cnica de tlnción con Gieasa. faci1itó el -­

an4li~is de los ICH y por t~nto su utili:3ci6n en un laboratorio 

sin necesidad da un microscopio de fluorescencia. 

Actunlm~nte se continOa ampliando el interbs en la 

naturaleza~ el significado y la utilidad de este 

observado citoqen6ticamente (Tice y cols,1984). 
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Con roapocto a lll inv .. ,.t:tri;u~,t\n ~h; lon lf'U .-.u ¡ma.11• ~•~··'* 

quo po:r lo taenon tran nnpo,;:t_on: hnn r·~olhldn tH\'1. ~to1111l~11 ~it.tnlrl 

catlva. lU priaoro conc«orno al Mor"nnltaDJQ AOtl11'\l IH.H ~t,.tth• •l~l 

cuttl lns t~onlcn.a du tJ nuic\n con Unlll t1nt1?c1trü; lm:1 1t:H. 1:) tt.-•,tl\11'-" 

do se contra <in ln. ut t Ji znclOn dt't lnn lf..'.U no111<t un_, ¡.o""'"'' n l'•H·~ o 

plazo para oatudinr tnnto n lun n'J\tnt:t:tu m.ot~mJ#111tl1.•0Jf; 1.>n111n fl. ''"• 

carcinoq6nicon, y '"l tercero ,..., n~r1ur.o n} lllMtCnnlttllM'• ~h· fOf•1u.•ft"."<n 

de los ICH y nu r«tl.aolón a Gho:tniA ,.,,rnrMn11m.h~,:a hn1 "'«ll t.At'hH• "'º 
el humano (v.qr .. nl .sJn<tro•., d1:1 Hloon.) 4 (IH'~ peio ''"''"n' "'''l11nh !• RI• 

vez, por unni prod.inpoaloJón 111 t1lf'1rnnton tlJ,_,,, rh• HfiHt,J,.,.1,.~1 

a.unquo ol posible 11l9nirie11do t"Jloló-'.¡lco db ii,11;t~ wv.,nt_,,, f\J 1111""'''° .. 

desdo el punto da vlnta citolti"JJeo, p1u·•rm Aff-c Pftrf..-ut.ft....,Ht.n 

reciproco y por tanto, n1, un JMiftl(lfdor 11tr1 lrJ:.1.v.f it.> th.S fl,.f'I(., 

qon~tico (eh"''J~nty y col•,19?"4). n.h1 •111.t~rqr1, nun,-,o,.. lflt ll•u• Pt4« 

inroraa<::ión del prla.ftrQ. n{nt.¡uno de 011to.fll t.r"n 111n'°""aff"t-. •1t ~.!()tJtlltl."" 

derado como dn-1 t.o<So entendido.. Pc>f' otr<, .l1tf:l.r,, f.,. ..-:r~t.tl .... 11t'fll 

utlli:z:ac16n d4!t la:a t4'Cn1~nt.: a.,,1 ;.off ra.Ct:'l•hJr.:tnt._,. .,.n '"" Jfpttu•t Jt.J4·• 

eión qen4tica, han hechn qull!i 111 co•p.t'".-tusl6n" 11Jv•i "'".'"~l. ... ot.tl~r d,.J 

fenómeno y •u ut:il1ZAl< .. Jón g,tt h.ny" Jt',;.;,-~..,.nt,...s,, {1 .. 8Lt.,J,,,1'.t),. 

o..a.de un punto d.e ví11ta .ol•ct:il.11r, 1,.,.,. IC'H r.!.f"t"r111}~t""'1'' ~'ff .~ .. 

un intercaalbio dfl dobl.e c.ad4JTJa #ntr• J "" W>I Aryul "'"' '1"' At1'1f r1.tlf 1 •-. 

c:roUtlda:e hena.an.a.o:: .ifl?ito 1'14 r13d() l~AC'" ,. f"lt1« •• µ-t<".1V~J"'*fl .,.,A,..,, 
l.Otl- ~.e <e-xpliqu.an c6*6 o-;::ur:r• ~l !oftT"!;.1!1A'nl'.:•, t,..,,A'..-'2""..i~ l·~""'"'--4nf.,J·" 

~nte en los •Od-e-t,.....,s d• L"ft("'h•b1nJf.c:i'-'r• J:~6,"t"íA:n~ f)lf,,,,t,.J-. ... ,J 'lTllJ J, 



En una revisión que realizaron Tice y Hollandar en 1984, 

se encuontron varios modelos de la formación de los ICH, algunos 

6e ell.os son: 

• El modelo del Ocsvto de ta Rcpllcución (replicntion bypaas 

model) (O.A.Shafer). 

• El 11todelo de la Contonoaci6n de la Cronn.tina (chromat.Ln­

conforaation model) propuesto por DuFra~n. 

* El modelo de la Ruta de la Probabilidad (path-probability 

model) de M.K.conner. 

* El modalo Tricortc cruzamiento-unión de A.D.N. (ONA croas­

link 3-cuts mOdel) propuesto por Y. Pujiwarn del Japón. 

Cada modelo est6 basado en evidencia cxperi•cntal especi­

fica aunque e vecen liaitada y nin96n 1tOdelo o mecanismo de lu 

ror•aci6n de XCH en general ha sido hasta el momento confirmado 

(Tice y cols,1984). En un principio, se pensO que loe ICH poc1r1an 

ser el resultado de un procego de reparación de lesiones en el 

Ablf (&end.er y cols,1974: y Latt,1974): sin oabargo, la observa­

ción de que alqunos agentes pueden inducir un incremento en la 

frecuencia de ICli, que se prolonga ~ucho tiempo despu6s de su 

ad9iniatr'acl6ó (Izhii y 9"!-nder,l.978), sugiero que la• leaiaines no 

Gon repara~as • 

MAs tarde, Robert B. Painter en el ano de 1980 propuso lo 

que lla11116 el Modelo de Replicación de 'ICH basado en la idea que 

los rom.pimi~.~tos de doble cadena son generados en la conjunción 

entre un replicón coapletaaente duplicado y otro parcialmente 

duplicado. Este .modelo constituye la .hip6tesis m4.~ acefltada de la 
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inducción de JCH actualmente. 

Se dcnoainnn replicones a ias unidad~s discretas do re­

plicación del AON separadas unnG de otras por ARN (Acido ribonu­

oléico) y prote!nas. Paintcr (1980), sugirió que ol ADN en estas 

conjunciones o sitios de separación son suaceptiblea e roapiml~n­

toc de doble cadena durante la replicación, lo cual es factible 

por la presencia de la enzl•a Topoisomerasa II descubierta en -­

ct:i:lulas de Drosophila; dicha cn::i:=.a ez c.ipa.z de inducir romp:l.­

mientos de doble cadena del ADN. De esta manera, el dano que 

involucra la detención en la progresión de los orlqenes de repli­

caciOn provoca una asincron!a en la replicación de dichas uni­

dades lo que incrementa la posibilidad de dobles rupturas dcspu~s 

de que una unidad haya terminado su replicación (Painter,1980). 

Figura 2 

Aunque todav!a no se conoce el significado biológico de 

los XCH, el hecho de que se han obaervado en las c6lulas de todo& 

los organismos estudiados, sugiere que ~stos un fenómeno o la 

expresión de un Cenómeno coadn y Cundamental para la c~lula (Tice 

y cols,1984 ). Por otro lado, es posible que el fenómeno de los 

ICH sea la consecuencia de un proceso que perwite a la c6lula 

dividirse, aun en presencia de lesiones en su ADH; de ser asi, 

pudiera haber una correlación entre el fenómeno y la mutación 

(Carrano y Tho•pson,i902), dado que las lesiones persistentes 

aU•ontar!an la probabilidad de esta 61tima en el AON. Lo anterior 

tiene iaportancia en relación con la formación de c6lulas cance­

rosas, debido a que existen pruebas que asocian la persistencia 

d~ lesiones en el ADN con las c6lu1as malignas (Margison y Klei-

7 



u.ni.dad dis.c:re.t.a det rephc:ac:l.én 
ael kt>N . (r8plic6n). 

D;.!>cont.u-•. udad de lQ-s c::ade)"'ltUi da 
AüN cue puede '!ler inc1Uc:1da por 
a~nt.e:~ genotó:(ic:oa, 

lnterc:ambio e.ntr-e un.e c:adena d9: 
MCN retc:1Mf~ •int.at.i:ada v tJ.nai. cad5lna 
crtginal aU.n 'J:J.n replicar&~ 

FiQU1""'• a, MocMlo da r"epllc:ac:J:)n para •l inter-camb10 dii cromáti~• Mr-~-· 
(f'ainter. 1ctSG). 
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hues, 1975). 

A pesar de que los experimentos en autorradioqraf!a de 

Kato indicaban que los •ut6genos inducen !CH (Kato,1974), [U~ 

sino hasta la introducción de la t~cnica dependiente de DrdU do 

Latt (Latt,1971) cuando los ICH fueron ampliamente considerados 

como un indicador de potencialidad mutaq~nica y carcinoq~nica. De 

hecho, los ICH son un aétodo da mayor sonsibllidad para ln detec­

ción de muchos mutdgenos qu!micos en comparación con las aberra­

ciones cromos61aicas; \De acuerdo con Latt,l.a st=nsibilidad de la 

prueba de ICH es aproximadamente 100 veces mayor que la prueba 

est4ndar de aberraciones cro»0s6micas) (Lntt,1974), aunque pare­

cen no estnr relacionados entre si y llevarse a cabo •ediante 

mecanismos distintos (Wol.ff,1982). Este interés en los ICH como 

una alternutiva genot6xica fu~ iniciada por el estudio extensivo 

a cargo de Perry y Evans en 1975. Actualmente hay evider1cia de 

que para muchos agentes qu!micos, el estudio de los ICH propor­

ciona el indice m4s sensible para detectar el. dano gen6tlco 

porque se ha encontrado que existe uno correlación entre 1a 

rrecuencia de XCH y la dosis del mut4gono (Perry y Evans,1975 : y 

Takehisa,1982). Por esto el Coait6 de Gen~tic:a Toxicolóqica de -

los EE.UU. lo ha incluido como &itilll!aa Ju prueb.t. (Lat\;. y 

cols,1981). 
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1.3. - Hétodos y Compuestos Inductores de ICH~ 

Hasta el momento se han creado diversas p~uebas que 

utilizan bacterias, levaduras y Orosophila as! como otros orga­

nismos ~inferiores• para detectar agentes mutag6nicos y¡o carci­

nogénicos (Ames y cols,1975), pero a pesar de quo estas pruebas 

nan sido altamente satisfactorias, en organismo~ "superiores" es 

de gran importJ2ncia el desarrollo de sistemes coaplelM!.ntarlos 

para la detección de este tipo de agentes particular.ente en 

c6lulas de mamífero in Y.i.Y.Q. (Nakanlshi y Schneider,1979). 

Recientemente, los ICH han sido utilizados para detectar 

el da"o gen6tico en células eucarióticas con una qran sensibili­

dad (Pcrry y Evans,1975). Pero, mientras muchos mut6genos y 

carcinOqenos son activos in ~, otros, como la ciclofosfamida, 

requieren la adición de microsomas hep4ticos para su activación 

metabólica (stetJr;a y Wolt'f,1976). Los sistemas in úm, par 

tanto, ofrecen la capacidad de detectar agentes que requieren 

sistemas de acti \•ación conocidos asl como de sistemas potem::ia-

dores. 

El proble•a rund&mental para el desarrollo de siste•as 

.in ~ que peraltan el an4lisis de rctt"en la dificultad de 

suministrar BrdU a los ani11ales de prueba por periodos prolonga­

dos~ Esto se ha resuelto de diversas formas , coao la infusión -

continua por v!a intraperitoneal o venosa de una solución de BrdU 

(Sch.neider y cols,1976): la implantación de tabletas de Brdu 

si•ples (Allen y cols 1 1977) o cubiertas con parafina (Mctee y -­

~ols,1983) o aqa~ (King y cols,1982): ast como la administración 

10 



por v!a intrapcritoneal de una suspensión de BrdlJ previa_mente 

adsorbida en carb6n activado (Horttles, 1980), una r.ola. lnyecclón 

de BrdU en agar tundido (Qin y Huang,1984) o unn inyección da una 

suspensión de aceite de cacahuate y IdU (Jian-bin y Bao­

xiang,1985). 

Igualmente han descrito muchas variedades de sistemas 

in .'liY2 para el ICH elllbriones de pollo, espex-.atogonias dA 

ratdn, nu!dul.'.t 6scn de hdrastcr chino, m6dula ósea de ratón, y --­

gl4ndula salival de ratón, entre otros (Horeles,1980 y Tice : y 

cols,1984). Sin embargo, desde un punto" de vista prdctico el 

sistoma de médula ósea es el m4s simple l-' rd:pido debido a que la 

preparación de figuras aetafdsicas es menos elaborada y el ciclo 

celular de este siste•a es mds corta en relación a ot~os. Por --

ejemplo, mientras que el ciclo celular del sisten8 de gl6n~uia 

sa1ival dura 35 hrs, el de médula ósea dura tan solo 9 hrs 

(Horales,1980). 

Por otro lado, Kato en 1976 aqrupd en tres cateqorfas a 

los distintos aqentes qutmicos en base a su eficiencia de induc­

ción de ZCH y aberraciones cromosOmicas (Takehisa,1982): 

1) _El_ priaer 9rupo, designado cono aqentos tipo rayos-X abarca a 

aquellos age1ttes que presentan a.factos de manera si•ilar a los 

de las·radiacioneF ionizantes; es decir que el aumento en la 

frecuencia de ICH es atnimo en comparación con su capacidad -

para producir aberraciones cromo56mlc3s. En este qrupo so 

incluyeron entonces: cafetna, a-etoxicaretna y bleomlcina. 

11 



2) Los agentes del segundo grupo corr~spondon al tipo UV, c~puces 

de inducir de aanera •UY eficiente los ICH, ftl.tnque taabién 

producen en "8rcada proporción aberraciones cr.otzK>aómJcas. 

En este grupo ao incluyen la mayor!a de los aqcntea ~lquilan­

tes. 

3) En este tercer- grupo se sitdan aquellos inhibidores nietabó­

licos como la fluorodesoxiuridinn, la hidroxiurea, timidina en 

exceso y la cicloheximidat aus danos ~n el ADN son indirectos. 

Se debe puntualizar en el sentido de que la prueba de los 

ICH efectiva en detect9r los mut6genos del tipo UV y S-depen­

dientes, pero inefectiva para los mutagenos G -<lependicntes bajo 
2 

ciertas condiciones. Los nut6genos s-depondiente.s son los ngentas 

que rompen a los cromosomas como los agentes a1quilantcs, que 

requieren que la cl!.lula pase a través de la fase do s!ntesis de 

ADN para manifestar las aberraciones~ Los mut4genos.G -dependien-
2 

tes o S-independientes como la bleomiclna inducen rompimientos de 

cromAtidas en células en G o mitosis (Littlefield,1979). Aa!, en 
2 

estos d1timos no se observa un incremento en los ICH si son 

aplicados durante la dltima vuelta del ciclo celular justo antes 

de la fijación porque para la formación de los ICH las células 

nect?s!t.:ln pacnr oi tril:;;¿s i.lu "°ª !t1..t>ld S (1'akehisa, 19U2) 

Por su parte, Nakanishi y schneider probaron 18 aqentes 

autagénicos capaces de inducir lCH tanto in YiY.g como in ~ -

y llegaron a la conclusión de que la Mitomicina-c (KKC) es el 

inductor m4s potente e11 aabos sistoml!is, l ID(} de MMC par kg de 

peso indujo aproximadamente 21 ICH por célUla, pero tanto este -

aut4qeno COMO la ciclofosfaaida, (otro fuerte inductor de ICH) 
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producen bajas frecuenclas de aberraciones cromosómicas (Nak.ani­

shl ,y Schneider,1979). 



.l.4. La vitamina-e y nus Electoc; Genotó)( í co: y 

Anticancertqcnos. 

A mediados del siglo XV!Tf .Tt'H~H!L~ Linrf dPrnoct.ró que e>l 

jugo de diferenteR c!trlcc-s frf":"'.c•"1s ~ur~ban el escorbuto {Stt'!w~r1: 

y Guthrie#l953). El princip;.o nctívo, la fnr.-;ni\ onóli..cn de la J­

ceto-L-gulofur.a.nl11ctonn 1 fué ento11ce!> 1 lara!'tcta l'.lcido ascOrbico o 

vitamina-e (Figura 3) y aislada a r"i11a.les de· 1q~o por Albert:. 

szent-Gyorgy.i (Szent··Gyorgyi,19~8). Ya t\ Ui.~diados Ue los anos 

:JO's Ge hnb!o.n de:-.:1rro11<H.l.:l diferente.s :r.~f(J 1 ~u!-'. p;u·~i. sini ... t i:o1rla 

convirtiéndose muy pronto, t.~n un compuesto ampliamente disponible 

y a un bajo cnst'.o. Poco der::;pui!s se estableció que la ~;ustanc:ia 

carec!a de toxicidad en cualqult!r dosis uti.lizañn. sin embargo, 

en a.lgunou sistemas biológicos se hu obt>cr.rndo que la administra­

ción de grandes cantidadee de vitaminn-c origina diferentes efec­

tos genotóxicos en di versos sistemu1:-: de prueba ( Shamberger, 1984:) , 

tal ec el caso de las pruebas realizadas por Ames, en las que 

encontró ligeramente positivo al 6cido ascórblco (A.mes y 

cole, 1973). Tactbién Stich en 19?9 rer:ortO que la vitamina-e en un 

cierto intervalo de dosis, indujo ddno cromosómico en células de 

mam!fero in ~, e .in ~ la administración de ascorbato en 

ratones dió como resultado una fragmentación de las c6lulas de la 

mucosa estomacal (Stich y cole-,1.979). 

Tambic!n se han encontrado una gran variedad de e!'ectos 

ben6ficos de la vitamina-e que la relacionan ademds del escorbuto 

y la matriz intercelular, con la eritropoycsis, el potencia1 

Oxido-rcducci6n# 1oa nuclcOtldo& ~iclicos (que a su vez se rala-
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clonan con e1 balance hormonal) y el sistema inmune, entre otros 

aspoctos (Lewin,1976). Ad.e.As, Prasad ha planteado la posibili­

dad de que el ascorbato pudiese modular el e!ecto de varios 

agentes íarmacolóqicos (Prasad y col~,197~}. 

Por otro lado, las propiedades antioxidantes que presenta 

e1 Acido asc6rbico hncen penn.nr que, nl igual qu(! otron e<Jentcfl 

antioxidantes, ~ste también tenga alguna actividad anticancer!­

qena (Cameron y cols,1979). ~l respect.o, Cameron, Cam.pbcll. y 

Pauling han reportado desde lon anos 70's el erecto ben~fico de 

dosis altas de Acido ascórbico en neoplasias humanos avanzadas 

(Cameron y Campbell,1974 :y Cameron y Pauling,1976). Asimismo, se 

ha mostrado que el Acido ascórbico inhibe de manera preferencial 

a las céulas cancerosas in Yl.t..r..Q., quizás debido a un efecto 

tóxico o a un efecto anticancerigeno (Bram y cols,1980). 

Reciente.ente Ghaskadbi y Vadya (1989), encontraron me­

diante la prueba de microndcleos en ratones, quo el 4cido ascór­

bico es tambi6n un efectivo antimut4geno del antiaaibiano diyodo­

hidroxiquinoletna, y que ademas las dosis antimutag~nicaD de asta 

vitamina no causan riesgo alguno sobre el material g6nico de este 

sisteaa. Sin eabargo, Gebhart y colaboradores recoaiendan que 

antes de considerar al 4cido ascórbico como un agente antinu­

tag6nico de uso terapAutico, es necesario no solo elucidar su 

J:D.ecanismo de acción dc!idc el punto de vistei !!:loleeular, et.no 

tambi~n su metabolisno in~ (Gebhart y cols,1905). 

Finalsentc, taabi6n se ha estudiado el efecto sin~rgico 

antimutag6nico de la vitamina-e con otras vitaminas. Tal es e1 
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caso de los estudios realizados por Noto y coln (1989), Gabhart y 

cols (1985)t y Bala y Grover (1909)~ Noto y cola, nl investigar 

los efectos coabinados de la6 vitaminaG K y e en ltnanc colu-
3 

lares cancerosas de hwaano, confirmaron el efecto sinérqico da 

ambas vitaminas en la inhibición del crecimiento tumoral. Por 

parte, Bala y Grover utilizando la prueba de Ames, proMron 

Salmonella ~hia3.u::i.u.ll, ln actividad antiroutagénica del dcido 

ascórbico y del dcido c:ftric·o contiP.nJdou <?n f!'l jugo de 10 frutas 

cftricns, aunque sus resultados hacen pensar que existen dentro 

de estas frutas cttricas otros factoren también con propiedades 

antimutag~nicaa. Por otro lado, on los estudios a cargo de Geb­

hart y cols, tanto la vitamina-e como la vitamin8-E mostraron 

tener un claro efecto anticl8stog6nico en relaci6n a agentes 

alquilantes, lo que apoya la posibilidad de una aplicación pr4c­

tica de protectores naturales en contra de la acción clas­

togénica, mutag~nica y carcinoq~nica~ de los mut.6.qenos qutmicos. 
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1.5. La Vitaaina-c en Relación a los rcu. 

Con respecto a los ICH in ~' stich reporto en 1976 -

que 6stos eran indueidos on c6lulas de hdmstor chino expuestas 
-4 -2 

durante 2 a 3 horas a una concentración de 10 - 10 M de 4cido 

asc6rbico o bisulfito, y que dicho efecto aumentabei p.nra per!odoR 

de exposición adn 11d.s prolongados (hasta de 24 hr) (Stich y 

cols,1976 y 1979). Al igual que Stich, Galloway y Paintor reali­

zaron la •is.a prueba, poro utilizando adem4s lintoci~os humanoa 

y una dosiD de ascorbato de C.t- 10 Wi obteniendo taabi~n Wl 

lncre•ento en los ICH. Sin em.bnrgo, al mismo tie•po encontraran 

que esta vitamina puedo reducir los ICH inducidos por KHHG (N­

~til-H'-nitro-H-nltroso-quanidlna) (Galloway y Painter,1979). De 

esta manera, Stich et nl. concluyeron que aunque la naturaleza de 

las especies activas de las sustancias quo inducen los rcH os 

desconocida, estas evidencias indican que el dcido ascórbico 

ro•pe al ADK cuando se producen radicales hidroxilo en presencia 
2+ 

de oxigeno, cuya reacción es estimulada poi· el. ión cu ( Stich y 

cols,1976 y 1979). 

En contraste con los resultados in ~' la vitamina-e 

no dió lugar a la inducción de ICH en la aédula Osea de h4mster 

chino an una prueba in lti.lu2 realizada por Speit et al. en 1980. 

La dosis de aacorbato probada ~u6 de un rango de 200 a 10 ooo 

9CJ/k9 de peso y adainistrada tanto oral como intraperitonealmen­

te. Ellos concluyeron al respecto que, en comparación con lao 

c•lulas in ~. el organismo de loa aa•l~eros parece estar bien 

proteqido en contra dol da.no que induce el H o y los radicales 
2 2 
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con enzimas cono la catalasa y la superóxido diaautaua (Spoit y 

cols,1980). Los estudios recientes a carqo de Krinhnn corroboran 

los rcGultados de Speit. En 1986 Krishna, Nath y Onq deterAinaron 

que e1 6cido aso6rb1co en una dosis mAxima de 6.68 g/~g in ~ 

inhibe en un 39.56' los ICH inducidos previnmehte con KMC, poro 

que en condiciones in ~in ~.J.t.J::g_ la mismo donis de vitamino 

actuO como un agente ce-inductor de 1CH y rué tóxico para c~lulaB 

de bazo. Dicho fenómeno podrta estar relacionado con la selección 

de las células, las di!erencias en la duración de su ciclo celu­

lar o la sobrcsaturacion u~ le~ ~cc~nlsmos de reparación en las 

células en la presencia de excesivas cantidades de Acido asc6r­

bico (Krishnn y cols,1986). 



H 1 P O T E S l S 



2. 11 X e Q !I'. f: :;; X S 

La vitamina-e tiene un efecto inhibldor de lo 

inducción de ICH, producida por la HMC. 

OBJETIVO PRIMARIO 

2.1. Determinar la frecuencia de ICH en m~dula ósea de rl'!tones 

expuestos 

vitamina-e. 

OBJETIVOS SECUNDARIOS 

KKC en presencia de diferentes dosis de 

2.1.1. Determinar si estas dosis de vitamina-e (4cido aücórblco) 

al ser adainistradas por via lntraperitoneal, disminuyen 

o inhiben la frecuencia de ICH inducidos mediante una 

dosis determinada del mutAgeno HMC en m~dula ósoa de 

ratón. 

2.1.2. Establecer si las dosis utilizadas de vitamina-e inducen 

adeaas, alquna aod.lf icaclón sobre lo proliferacldn 

celular in ~-

2.1.3. Determinar si la vit&11lna-c y la HHC poseen efectos 

•in6rgicos sobre la frecuencia de ICH in x.J.Jlg,. 
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M A T E R 1 A L Y M E T O D O S 



3. 11 A :r 11 B .t AL X: 11 11 :r Q D Q :1 

3.1. Material Biológico : 

Se utilizaron 40 ratones macho de 20 a 25 g de peso de 5 a 7 

Gm1LAnas de edad, do la cepa HIH (SW), procedentes del biote­

rio de la Secrotar!a de Salud Pdbl icn ubicado en Tlalpan 

M6xico, D.F., mismos que se mantuvieron con alimento y· agua 

ad libitum antes y durante el experimento. 

3.2. Soluciones Administradas a los Ratones : 

3·.2.1. Soluci6t: de Hitomicina-c, preparada con aqua destilada 

una dosis de 2.0 rng/Kg de peso, para ser adainistrada por -

v!a intraperitoneal hasta un volómen •Aximo de o.5 ml por 

ratón. 

3.2.2. Soluc16r. de ascorbato de sodio preparada con agua desti­

lada en tres dosis: 3.0 g/Kg, 5.0 g/Kq y 7.0 g/Kg, para oer 

administrada por v!a intraperitoneal basta un volÓlllen 

m4xiao de o.s al por ratón. 

3.2.J. Tabletas de 5-bromodesoxiuridina de 40 JaCJ, de una 

aitura de l.7 mm y de 4.6 aun dd ülA~ütco~ co~pri~iaa~ en un 

punzón de acero de dichas dl•eñsiones, a una preaión de 23 
2 

Kg/cM durante 3 seg, en una prensa con mandaetro, propor-

clonada por el Departamento de Farmacia de la E.N.C.B.), 
o 

recubierta.a con parat'ina (p.t'.SB-60 C) en un 70' (con el---

objetl'\lo d.e controlar la llOOrzu:~i6n de la tableta dentro del 

orqanismo del animal (McFee y cols,1983)), para ser i•p~an-
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tadas subc:ut~neamente en el 4red abdominal, una en cada 

ratón. 

Solución de colchicina al 0.04\ preparada en aqua 

destilada, para administrar una dosis do 5 uq/q de peso por 

vla intraperitoneal. 

J.J. Procedimiento : 

Se distribuyeron los ratones en 8 lotes de S animales -

cada uno, y se les implantó, subcut6nca=cnto en lü región abdomi­

nal, una tableta de 5-BrdU, recubierta con parafina en un 70t, 

con el objetivo de marcar diferencialmentc las croadtidas herl!la­

nas (McFee y cols,1983). 

, 
1) 

2) 

J) 

4) 

5) 

6) 

?) 

8) 

Los lotes fueron designftdos de la siquiente manera: 

TRATAllil<JITO (LOTE) 

TESTJ:GO ( -
TESTIGO DE 
VITAMINA-e 

TESTIGO DE 
VITAMINA-e 

TESTIGO DE 
VITAJIINA-e 

Tl:STIGO ( + 

TRATllDO CON 
VITAllillA-C 

TRATADO CON 
VITAllIIL\-C 

TRATADO CON 
VITAllINA-C 

SOLUeIDN A ADMINISTRAR (+ s-erdU) 

Unicamente con la tableta de s-BrdU. 

3 q/Kg de Ascorbato de sodio. 

s g/Kq de Ascorbato de sodio. 

7 g/Kq de Ascorbato de sodio. 

2 aq/J(q do Kito•icina-c. 

2 mg/Kg de Kitoaicina-c + 
l g/Kq de Aacorbato de sodio. 

2 aq/Kq de Mitoaicina-c + 
s g/Kq do Aacorbato de sodio. 

2 aq/Kg de Mitoaicina-c + 
7 q/kg' de Asco1·bato de sodio .. 
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Oespu6s de l hora do implantadas las tablet&s, se proce­

dió b inocular por v!a intraperitoneal KY.C en dosis de 2.0 mq/Kg 

de peso de acuerdo a Krishna y cols (1986) n 4 lotes: los 3 lotos 

tratados con vitamina-e (tratamientos 6,7 y S) y ol testigo 

positivo de MMC (tratamiento 5). 

~ las 4 horas de implantadas las tabletas, oe adminls­

traron las tres dosis de ascorbato de Dodio (3.0, 5.0 y 7.o q/Kg 

de peso), tanto a los tres lotes tratados con vitamina-e (trata­

mientos 6,7 y 8) como a los 3 lotes testigos de ~itamina-c 

(tratamientos 2, y 4)r aiendo el lote restante el testiqo 

negativo (trata•iento 1), ~icaMente con la tableta de 5-BrdU 

implantada, como ya so •~ncionó, al principio del experimento~ 

Finalaente, a las 21 hrs de haber iniciado el experi..en­

to, a todos los ratones se lea adlainistr6 colchicina por vta --­

intraperitoneal en 11na dosis de 5 ug/g de peso, para que 1as -­

c•lulas on división se detuviesen en •etafase y los croeoaomas 

tuosen ~ejor visualizados. Tres horas despu~s, los ani•ales fue­

ron sacrificados por dislocación cervical, y se extrajo la a6dula 

ósea femoral, haciendo pasar 3 trav•s deil hueso, al cortar lnn -

epifisia, un mililitro de ~CL o.o75M, el cual so reeibi6 con las 

c6lulas, en tubo• de centrifuga y se dispersó en 7 al ~. de esta 

soluc16n. Este trataalento h1pot6nico se efectu6 durante 25 min 
o 

incubado a 37 c. Poateriorsente, el paquete celular se fijó por 

dos ocaalorwts de 20 ain cada una, en solucien •etanol:&cido 

ac6tico J:l. 
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Con esta suspenHión celular se reaiizaron las prepAra­

ciones cromosOmicas corr.cspondientos por cada ratón, goteando 

esta suspensión portaobjetos humedacidou en etanol al SO\ y 

flameando unos sequndos las 1aainillas. Despu~s de uno o dos d!as 

se procedió a tenir diferencial.mente laa células, de acuerdo a la 

t6cnica de Goto aodificacla que se describe 

(Goto y cols,1975) 

continuación -

1) Sa sumergieron las laminillas on una solución de blsbenziaida 

(Hoechst 33250) a una concentración de 100 u9/ml en ogua 

destilada durante 40 minutos. 

2) A continuación se lavnron las laminillas con aq11a destilada y 
o 

se secaron en el horno a 60 e durante 15 min. 

3) Una vez secas, se montaron en solución reguladora da fosfato­

citrato, pH 7, con un cubreobjetos, para asi ser expuestas, 

durante 40 min, a luz neqra (luz ultravioleta cercana t a 
-7 

10 ca) a una c:Ustancia de 2 ca. 

4) Ense<JUida •• enjuagaron con aqua destilada y ae secaron, 
o 

durante 15 •in., nueva-.:!nte en el horno a 60 c. 

5) Pocterior=cntc ~e inccbaron ar. un~ ~olue16n ~~lina-citr~to 
o 

(2 x SSC) a-60 e du~ante 20 ainutoa. 

6) Plna1aente ae enjuaqaron con •«JU& destilada y •• secaron en 
o 

el horno a 60 e durante 15 alnutos y •• tineron con coloran-

te de Gie11Sa al 4' en aolucidn reguladora de fosfatos pK 6.8. 

Figura 4. 
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J.•. Ami.lisis. 

Por cada rat6n se anali2aron 25 metafasos de segunda 

división para deterainnr ln frecuencia de ICH, para cuyo trata­

miento entad!stico se efectuó un an4lisis de varianza (Prueba F) 

con p = o.os, y posterior.ente la pruebo. de Tuckoy con p - o.os. 

Se calculó adeB4s, el porcentaje de inhibición de ICH (t I) por 

cada dosis de vita•ina-c, utilizando la fórmula 

\ I 
No. de ICH por c6lula en la presencia de v-c 

No. de ICH por c6lula en la ausencia de v-c X 100 - 100 

donde tanto al numerador como al denominador, se los restó el 

n'dmero de XCH /c6lula espont4neo (Testigo (-)) (Krishna y 

cols,1986). 

A cont1nuaci6n, por cada ratón se obtuvo la proporción 

de c6lulas do pria~ra, segunda y toreara división en las pri•eras 

100 Reta.t'ases encontradas, y por cada lote de 5 ratones, se 

calculó el Indice de Replicaci~n (IR), para deterainar la dura­

ción de la proliferación celular. El IR fu6 calculado de la 

siquiente aanera 

IR • 1Ml + 2M2 + JMJ / 100 

donde M 
1 

primera, 

M y M 
2 J 

sequnda 

representan los porcentajes de 11etafa•e• de 

y tercera división, respectivamente 

(JCrishna y cola,1985) Fiqura 5. Se consideraron taabi6n como M a 
l 

aquellas c~lulas cuyo AJ>N se replicó antes de la adición de BrdU, 
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la. 
""'1s.>.an 

2a. 
Diva1Ón 

3,., 
Divis.1ón 

Figura :. Siluetas ·dom los c:romosoft\9s da .-dula Ó••• d9 rat.ón. repr•sant.ando la t.inc:ión O. 
ICH c:On"'"9pOndi•nW • 1- c:aract•ri•t.ic: .. d9 •ust.ttucidn da Bt"'dU por ~ do9 y 
ir.. cic:.J.o• cM di'lli9to'n. La«. dobllt9 bal"ld•• dlll ADN .. ,.._,,..._nt.m"\ como flec:t'laS, 
v las cadena. ...,.t.tt.uída9 con Srd.J duranW la '&int.9is dR ADN. con una f1.cha 
,... ce.cura (Moral-. l908I. . 



pues por el tipo de tinci6n no J?Od,t~n sor diferenciadas d~ las 

pri•eras; asimismo, aquellas que paGaron por J o m6& ciclos 

celu1ares se lea consideró coao K • 
3 

La pro1i!eración celular se &nalizó estad1sticamente por 

medio de la prueba de chi cuadrnda con p • o.os. 
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4. RES.lILl:ll.llQS. 

En la tabla-l se presentan los resultados de la l~ecuen 

cia de ICH en a6dula ósea de ratón in yj.yQ. Co..:> se puede obser 

var, el promedio de ICH,. inducidos por HMC (2-.g/JCg) en el testigo 

(+) (9.54 ICH/c6lula), fu6 •ayor en aproximadamente 3.5 voces que 

aquel obtenido para el testigo(-) (2.6 ICl1/c6lula). Esto indica 

que realmente la KKC auaenta considerablemente la frecuencia de 

los ICH y que, por tanto, oL sistema planteado en este trabajo 

funcionó adecuadaaente. 

El an41isis de varianza (Prueba F) (P > O.OS) efectuado 

(Tabla 2), indicó que no hubo diferencian siqnlficativas entre 

loa promedios de ICH de todos los lotes; aslmisao loa resultados 

do la prueba de TUckey (Tabla 3), rovalaron que los proaedios de 

ICH de los tres testiqos de vitamina-e (2.79, 3.11 y 2.3 ICH/c6-

1ula) tampoco difieren cstadistlcamente del tostiqo (-) o bllsal 

(2.6 XCH/c6lula). 

Sin eab!lrqo. al comparar loo promedios de ICH de los 

tres lotes tratados con vltaaina-c y MMC (5.94, 6.42 y 4.38 

YCH/c6lula) con respecto al del toBtigo (+) (9.54 ICH/c6lula), so 

observó claramente una fuerte y estad!stica•ente slqnificativa 

inhibición de la frecuencia de loa ICH. Dicha inhibición se 

cuantificó en un porcentaje de 37.73\ ICH/c•lula para la prlaera 

dosis de vitaaina-c (Jq/K9) hasta un 54.04t para la dosis m4a 

alta (7q¡sq) (Tabla 1). 

Con respecto a la cin6tica de proliferación celular,los 

resultado• de la prueba de chi cuadrada efectuada (p > 0.05), se 

aueatran en la tabla 4.. La proliferacitm celular en los te.Stigos 
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do vitamina-e disminuyó de aanera significativ~ con resPQCto a1 

tootigo (-); mientras que los lotos tratados con vitamina-e y 

MHC w.ontraron un ratraso adn m~s aignificativo con respecto a 

este toatlgo (-) y •ucho .ayer con respecto al testigo (+l. Esto 

se corroboró con las diferencias exi&tentcs entre los IR de cada 

loto, o indica que la vita•ina-C y 1a K.HC ejercen entro sl un 

efecto sinerq1stlco retrasando significativamente ln pro1ifera­

c16n celular do la m6dula 6soa do loB ratones tratados. 

30 



Tabla 1 1 El ef•cto del a.cido a.scorb1co sobr• 1.-. -

frecuencl• ~. los ICH inducido•.~edl•nt• 

,.., t,;,,"1c1n•-C en Mtrtlula asea "in YIYO'' 

•1 
Tr&t&Mient.o 1 

p rf~ª.''ts,1 .. o; ~~~~i~=~~~-
1 T•stigo e - ) :2:-se .,_ "· ~" ! 
2 Tost.i vo d• 

:2. 7'1 •!• "· 631 Vit&Mana.-C 

óft!:.r~.~~ '3.1.:1 .,. 0.:!la 

4 º~~!!~~-~~ .2.J0 t/• 0.17 

5 T•stsgo e . ) 'l. 54 f/• 0. 9J 

6 Ort!.:~g.~8" 5. '14 37.73 ,,_ 1- 09 

7 3rti:~ga.=2" 6. 42 32.70 1/- 2. 20 

e Ort!::~g.=2" 4.38 .,. 1.14 !54. 94 

x d• lnhibicion - "l.C.l.l(ILfUi DI" rm.:11 H H r 1• ••• 
- • l.C.IJQllY D U llUllCIA H •-< 

Te•t.igo < - > 1 Solo con BrdU < J. > 

T••~i•o e .. l 1 ntt.ollillictna-c < z "91"'X!iil l < :5 > 



: 

Tabla 2 t R••ult&dos d•l anali•i• d• 
Y&rianz• Cprueb& F> con 
p = e.e~ w lo• d•toa d~ 

l• t&bl•-1. e naw•A.1993 l 

l'lle1lde s- Wlos 1 CultMoc T' 
wUcim .. .. i •• 11 .. cde1lU. 
lro:lm oiMNdm lllert.ol! 

Prbcil"«• 

lrlt.1- 121.l'Jfl 7 1 31.6Zl8 l1.71JZ 

rm.. llUlY :1 l ll.IJ'IZ 

Totol 255.5711 11 1 
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Tabla 3 : Resultado• de la prueba d• Tuckay con 
p = B.B:I • para lo• lCH. 

-- ProMedio• de I CH COrdt!n D•erec i @ntal--

T R A T A M 1 E H T O 5 

2.30 7.24 4.1.2 3.64 0.49 0. 30 0.00 
2 .. 60 6.94 7.02 3. 34' 0.1.9 0.00 
2.79 6 .. 7:5 :J. 63 3. 1.5 <a.eie 
3. 11. 6. 43 3. 3S. Z.B3 
4.30 2.04 1..'56 

:s. 94 eJ. 40 "· 00 
6 .. 42 0.e0 

w = Q .. 61511 ICH 

9.'54 "·"" 

Ls Pro ... •dio• d• ICH <Ord•n Crecl•nteJ 
T R A T • " 1 E" T o s 

La• dlr•r•nclas arriba da la lln•• qruesa •on 
•ivnif'icat.ivas • 1tn tanta qu• l.a.s difer1tncla•­
abaJo ci.• d.lcha lin•a na son •l!ifnirlcatlvas, -­
pu~• sus valor•• san "•nar•s da e.67~0 lCH -­
<R•Y•• • S.983). 

T " • T .. " 1 IC "T o s 1 

J.) T t-> 5) T<+> 
•> uc, o nnc ve, 
3> ve, .,. nnc ve, 
4) ve, ., nnc uc, 
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Tabla 4 1 El MFecto del ~aido a•corbica Kohr• 
la praliF•racian c•lular. 

TRATAttlEHTO 
11, 

X De 

"• "• 
TESTZGO (-) 

8:~! ti "·' .... 
H .. u·· :f :l 

ft~l "·¡ it !!:¡ 
!l: 

ft~t ft~ n~ 

Sivnific&~ivo con 
X1 can p = B. e:s. 

la pru•b& d• 
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GraCioa i 1 L• rrecuencta dw lCH an rel•cian 
el tr&t•Mi•nto utiltzAdo. 
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La vitamina-e inhibió de manera significativa la fre­

cuencia de los ICH inducidos con MMC, en un porcentaje de 37.?l\ 

en la primera dosis (Jg{Kg) hastn 54.04\ en la dosis ~As alta 

(7g/Kg) (Tabla 1). Al co•p4rl!r el tf':r.tiqo (+) do HMC (tratamiento 

5), con los lot~s tratados con vita~ina-c y HMC {tratamientos 6,7 

y B), se observa claraaente este efecto anti-ICH por parte de 1a 

vitamina-e (Tabla 3). 

Sin embargo, la prueba de TUckcy efectuada con los datoa 

de la prueba F (ambas con p >O.OS), indicaron que no axiston 

dlfer~ncia.s oGtud!:;tic:i:;;cr.te siqniflc;itivan entre ln frecuencia 

promedio da los ICH de los tratamicntoa 6 y 7, es decir, entre 

los lotea tratados con vitaminn-c (J g/Kq y 5 g(Kg) y HHC (2 

mg/Kg). Esto indica entonces que, al menos en las condiciones de 

este experimento, resulta indistinto administrar 3 g{Kg o 5 gfKg 

de vitamina-e a aquellos ratones tratados con KMC, pues no cambia 

el efecto sobrA la frecuencia de los XCH con a.Jabas dosis. Sin 

embargo, al aumentar la dosis do vitamina-e hasta 7 g/Kq (trata­

miento 8) el porcentaje de inhibición so eleva hasta un 54.04 t 

(Tabla 1), y las diferencias entre este 1ote (trata•iento 8) y 

los dos anteriores (tratamientos 6 y 7) si son significativas 

(Tabla J). 

Cab~ h~r~r notar que la vitamina-e disminuye la frecuen­

cia do ICH en un porcentaje considerado como elevado, y que 

adem6s lo hace sin causar efectos genot6xic~s, al menos en las 

dosis estudiadas en este trabajo, lo quo hace interesante saber 

si estos mismos etoc,:os ben6ficos continuarAn ocurriendo en d0sis 
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superiores, y/o con diferentes dosis de MMC. 

Por otro lado, Ge observa que la vitaaina-c por st 

111.isaa, en ninguna de las tres dosis estudiadas ( tra\:a•inntos 2, J 

y 4), aumentó significativamente ln. frecuencia de ICH con respec­

to al testigo (-) (niveles has.a.les) (tabla J).. Efl decir, que la 

vitamina-e adeinintrada Por vin intrnperitoncal, no indujo un 

aumento significativo de la frecuencia de ICH.. Aunque resulta 

curioso el aumento en el promedio dt? IC.H en ln. dosis de 5 q/l<g 

(tratamiento 3) (tab1a ll que ndcDAs de ser significativamente 

superior a los ICH de la dosia inmcdiatd (7 g/Kg)ttrntamiento ~), 

extranamente no lo es con respecto a los ni\i·ele.s basales del 

testigo (-) (trata~Lento 1) (tabla J). 

Al respecto, Speit y cols (1980), obtuvieron un rr.sulta­

do similar en la frecuencia de ICH al analizar in ~. con la 

prueba. t de Student (p < o.oi). diferentes dosis de vita•ina-c en 

un intervalo do 200 - 10,000 mq/Kq do peso. Estos investigadoras 

obtuvíeron un aumento siqnificativo de ICH en so1o una de lau 

dosis estudiadas, aunque no especificaron la dosis exacta en 1a 

que esto ocurrió. 

La vitaaina-c en combinación con la MKC (tratamientos 

6,7 y Sl, no auaent6 de aanera slqnificativa la frecuencia de ICR 

con respecto a1 testigo(+) (t~otaliicnto 5) (tabla 3), lo cual 

indica que la vitamina-e en ninquna de las dosis adainistradas, 

ejerció un etecto alnergtntico con la MMC. 

En el ser hwaano los requerimientos mtni~os diarios de 

Acido ascórbico ascienden a 60 .-q/persona (Mirviah,1906), •ien­

traB que para la prevención del escorbuto son tan solo de 45 -­

mq/dia/pcrsona (Shataberger.1984)1 estas dosis son realmente bajas 
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comparadas a las que se entudiar:on en este trabajo. Sin ~mbarqo, 

Cameron y C~mpbell (1974) demostraron que dosis •ucho mAs eleva­

d.as de esta vitamina ( -'5 g/dla/persona por V!l\ intravcnor..a y 

2.5 g, 4 veces al dia por via or~l}, dur~n~~ tleapos prolonqados 

(2 semanas a 2.s aos), pacientes con c~nc~r terain~l, puedan 

aumentar la resistencia natural al cancer y Gin efectos "tóxicos~ 

significativos. 

Los resultadoc aqu! obtenidos se diferencian de 10s 

obtenidos por Krishna y Cola (1986}, quienes obtuvieron un por­

centaj~ menor de inhibición de la ~recuencia de ICH* la cual fu~ 

analizada con la prueba t de Studcnt (p >O.OS). Sin ombargo, 

ellos administraron una dosis mayor de MMC ( 2.S mq/Kq l y tra~a-

jaron con una cepa diferente de ratones. Aaem.d.s, la secuencia de 

administración de sustancias y al espacio de tie•po entre ell8s 

fu~ de manera difnrente a la aqut empleada. Ce acuerdo a Oc Flora 

(19BS}, un agente que aparenta tener ciertos efectos protectores 

en una situación dada, puede tornarse ineficiente o hasta de­

let6reo cuando tan solo se ~odifica el sistema do prueba o se 

vartan lns condiciones de prueba, la dosis, la v!a de administra­

ción, la secuencia a seguir o lo cotnbinación ya sea intencional o 

no, de otros agentes. Esto pued~ explicar entonces, las diferen­

cias obtenidas en los resultados, con respecto a los de otros 

investlg"'dores. 

Desde 1976 Schn.eider y cols. plantearon la pasibllid~d 

de analizar mediante la t6cnica de 1CH, la duración, y por 

tanto los cambios del ciclo celular, adem6s del dano que diversos 

agentes pueden provocar al AON (Schneider y cols,1976)~ De acuer­

do al mis~o Schneíder, aquellas células que se han replicado en 
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presencia de BrdU, una. dos, tres o m/\t{ VC.\Cús pueden t3.t~t· i-J~'!>t: i. ~ 

ficada$ sin f"!quivocación (Schneider y 1.~01s.l9"l'l). Dr~ ht;?cho se h:i 

comprobado que la HMC inhibe l~ rcplicacion celular., lo que SP. 

demuestra a1 dis.tttinuir ~ta, las fr.<;cuencias de cl.?lulns de terce­

ra division .i.n .Y...iY.2 e in Yit.m {l,nun y r.o1s, lli/9). 

Con respecto a la vitamina-e, Price de!>de 1966 observó 

que ln ndiciOtl d~ ascorbato <ltlmenta l" ioi!nte!di;. de ARN ar. el 

n11cleo de tr iqo, lo cu~l apoya t':>l hecho d'i! que eJ.. ;.\&C.orbato p..'\r-ti­

cipa en la actividad del nt1cleo, tnnto en la t\ct.ividad mi.t6t5cri 

como en la transcripción {Lewin,197/1). Jl..ct.ualf'lente, las observn­

ciones de Liso y cols (1984) lnd;..c.ltt qw .. el ~cido ascórbico esta 

involucrado en el control de la divia16n celular y que es reque­

rido para alqunos pasos de e y G , anterior y posterior rcspcc 
l 2 

tivaMente, a la replicación del ~DH. Es decir, que es aaplia•ent~ 

utilizado en la interfase durante la s!ntesis de macro~ol6culas. 

En este trabajo se encontró que la vitamina-e por s! 

so1a modifica la proli!eración ~elular, pues se nota un retraso 

con las dosis m4s bajas (3 q/Kg y~ g/~q), misao que se ~videncia 

por una acum.ulaci6n de c~lulas en segunda división (H ) que no 
2 

pasan a ser de tercer!!. división (M ) o nu\s (Tabla 4}. M!m,ia.m.o, 
3 

en la tercera dosis (7 g/K9) aunque no hubo una diferencia esta-

disticamente significativa con la prueba de chi cuadr8da, con 

respecto al testigo (-·,, !.:.'!. prt:t-grcsi6n de. las metafases haca 

notar tall.bi6n un rctr3$0, pues se observan ~4G c~Julas en pri~~~~ 

división, y repartido el resto en sequndas y terce1·as. Todo @sto 

se corrobora con la disainuci6n del IR del testigo (-), con 

respecto a estos tres lotes testigos de vitamina-e (tabl~ 41. 
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Por otra lado, n..l coui,parar el ter¡tigo ( -) con los trntn­

dos con vita~in~-C y KM.e (Tabla 4), se obaer.vn que hay unR dife­

rencia aignif icativ~ entre elloo y que el IR dP eGte testigo (-) 

es mayor quo el de los tres lotes tratado$ con vita•ina-c y KMC. 

Se observa también un ret:rar:;o en la proliferación celular, el 

cual se hac~ rn6s obvio e~ las dosis mayores (5 q/Kq y g/Kq). 

Iqualmonte, a1 comparar nl testlqo (+) con 1os tres lot~s trntn­

dos con vitamina-e y MJ4C (tabln 4), la faltn de 5.i<:¡t1i[icancla 

~stadlsticn con la prinern dosis indica que 1a vitumine-C junto 

la J{HC disminuyen la proliferación celu1ar tanto como el 

~Ut6geno solo, pues el nómero de c~lul~s de priuera, segunda y 

tercera división son casi iguales en ambos lotes .. 

Finalmente, a dosis ~ayores de vitamina-e, este efecto 

sinergistico entre la Vita•ina-C y la MMC se hace n.ó~ pronuncia­

do, pues ademAs de existir una diferencia slqnificativa con 

respecto al testigo(+), hay una gran acumulación do c6lulns en 

pt:imcra diviclón, y el IR del testigo { +} es menor que el de loa 

tres lotes tratados con ~ita~ina-c y MMC (tabla 4). 

Esto es indicativo de una depresión de la proliferación -

celular~ qu~ suponemos es consecuencia del efecto genoprotoctor 

ejercido por esta vitamina, pues no ae puede establecer que el 

ascorbato es genotOxico 1 ya que disminuye do manera significa 

tiva la frecuencia de lo& !CH. Esto se contrapone con los resul: 

tados obtenidos por Krishna y cols.(1986) (p > O.Ol), en donde no 

hubo cambios siqniticativ~s en el ciclo celular. Tal vez dobldo a 

que en su experiwE"?nto, los animales solo -.,Gtu•r1 f'!ron en contacto 

con las sustancias qulmlcas (KMC y 8scorbato) par un espacio de a 

hrs (desde su ttd.minin.tración hasta el e.acrificio) / y no las 23 
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hrs de este trabajar además de haber sido administradas )L"tas. 

Por tanto, quizd.s t.~l 1u;corbato, al haber a ido admlnistrudo des­

pués del mutAgeno, efectuó una acción protectora en contra ~io ln 

HMC, y no una acción preventiva como en el caso del experimento 

de Krishna et nl, lo cunl repercutió en el cornportnruiento Cf?lU­

lar, sin por ello &er genot6xico. 

De hecho, estudios recientes de mutagcnicidad del 6cido 

aGc6rbico han reveladu que ~stc genot6xico en cobayos, n6n 

en niveles superiores a los de saturación de tejidos por inges­

tión diaria (5 g/Kg) (ttorkus y cols,1983) .. Adem6B se ha visto que 

una alta ingestión ñe Acido ascOrbico ln dieta reduce los 

efectos mutagénicos del dicromato do potasio y su influencia 

tóxica en las enzimas metabolizantes hcpAticas.. Dicho 

protector consiste probablemente en la reducción del 
III 

Cr menos mutag~nico (Ginter y cols,1989). 

efecto 
VI 

Cr 

Aunque tambi~n, cabe mencionar que se ha mostrado que el 

Acido ascórbico es qcnotóxico en ciertos sistcm~~ de prueba 

bacterianos, asi como en diversos sistemns de prueba in ~ 

(Shamberger,1984). Estos efectos se han explicado por la oxida­

ción intracelular que sostiene el Acido ascórbico ( AA } para -­

transfor-.arse en Acido dohidroascórbico ( DltA ) con la f orm.ación 

ac tt O , de acuerdo a la siguiente reacción : 
2 2 

AA + 2H+ ~ 202 ----------> 2H202 + DHA 

De hecho, el H O y otros agentes que lo producen, inducen alte-
2 2 

raciones inactivantes del ADN capaces de bloquear su replicación 

y afectar a los cromosoaas, at&n en tumores asciticos (Liotti y 

cols,1986).. Sin embargo, como se ha visto, dichas propiedades 
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genotóxicas del d.cido nscórb!co no han podido ser totnlruP.nt 0 --­

confirmadas en pruebas con maiu!t-er-os .in v..t.YQ, pues se ha [lkopues­

to que pueden ser suprimidas on la presencia de enzimas como la 

catn.Lasa y la superoxido dimnuttlsa (Horqan y cols,1976: Gnllowuy 

y Paintcr,1979~ y Rosin y cols,1980). AdemAs, sr !1~ visto que la 

transformación de las célulns ncoplAsicas catd siempr~ acompanadn 

de la disminución en la actividad de la catala~a (Bartkowiak y 

Bartkowiack,1981; y Salnnsky y cols,1981}. 

Hasta el momento se han propuesto una gran variedad de 

mecanismos por medio de los cunles la vitamina-e resulta ser 

antimutaqt§nico, anticlastogénico, nnticarcinoqénico y anti-

!CH, de acuerdo al tipo de agentes, células y siste~as en los 

que se experimenta, (Cameron y cols,1979; Speit y cols,1980: 

Shamberger,1984; Weitberg y Weitzman,1985; Marshall y Rauth,19~6: 

Dnrtsch y cols,1988; De Flora y Ramel,1988; y Simic,1988 l y 

pueden ser entonces, clasificados en varias cateqorias o subcato­

qorlas dependiendo del paso en el que actdan en los procesos de 

carcinog6nesis o auta96nesis, o en los patrones de •Odulación de 

los dispositivos de defensa del sujeto (De Flora,1988). sin 

embllrgo, para el ca.Ro de ln MHC' 1 que fu~ el 1"1.Ut&gano utilizado on 

este trabajo, se sabe que interactda con los cromosomns por uu 

ataque olectrofilico en los sitios nucleoftlicos del AON Es 

posible entonces, que el L-ascorbato, que es la forma que predo­

mina en el pH fisiológico, y que segdn Edqar (1974) posee cierto 

car4cter nucleof!lico, actde qui24s como protector de dicho ata­

que interceptando este agente mutaq~nico (Liehr y cols,1983). 

Asimismo, recientemente se estudió el efecto del 4cido 

ascórblco durante los procesos gestaclonalen, t:in donde resultó no 
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6. e Q H e L u s I. í2 H ¡¡ .:¡ 

G.l. Las tres dosis utili~adas de vitamina-e (J g/Kq, 5 q/Kq y 

7 9/Kg) que fueron administradas por vta intr~paritor.cal 

disminuyeron de un 37.7Jt hasta un 54.04' 1a frecuencia de 

los ICll, en m~dula ósea de ratón, induci~os previamente con 

el mutAgeno KHC en una dosis de 2 mg/Kg. 

6.2. L1! vitamina-e por sl mi&ao, no indujo un au=ento siqnifica­

tivo en la frecuencia de 1CH on ~6dula osea do ratón in 

~' en nin9'1na de laa treK dosis ad~lnlstradas. 

6.3. La vitamina-e por s! ~!ama indujo un retraso estad!stica­

~ente significativo sobre la proliferación celular, y aón 

m!s al estar en coat>inaclón con la MMC, sin embargo, dich~ 

comportaaiento quizAs sea un rcf lejo de la acción qenopr~­

tectora, u6& que qenotóxica. 

6.4. existe un efecto slnorglstico entre la Vitamina-e y la KMC 

sobro la proliferación celular, .in ~. 

6.5. La vit~minR-C y la ~itomicina-c no poseen efectos 

sinérqicos significativoc, en las dosis utillz~das, sobre 

la frecuencia de ICH en m~dula ósea de ratón in ~. 
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