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RESUREHN

Desde los anos 70°s se ha encontYade gue por Sus carac-
teristicas antioxidantes, 1la vitamina~C posee clerta actividad
anticancerigensa, adesdie se han viasto efectoe antimutagénicos con
dosis especificas de esta vitamina sin causar riesgo algqunc al

_ material génico sobre diferentes sistemas de estusin.

7 Este trabajo comprendis el estudio da tres domis Jdife—
rentes de vitamins-C (d4cido ascérbico}) (3 g/Rg, 5 g/fg y 7 g/kg),
sobre ratones expuestos al mutdgeno mitomicina-Cc (MMC) que ha
mostradec ser el miAs potente (pero con baja produccién de aberra-
ciones cromosémicas) tanto in wivo como in wvitro.

Diche  afecto fué ev;luado wmediante la prueba de inter—
cambion de cramdtidas hermanag (ICH), que eg 1la que actualmente
proporciona el {ndice mis sansible para detectar el danrc
genético, y analizado estadisticamente mediante un andlisis de
varianza y 1la prueba de Tuckey, ambas con p < 0.05.

También se evalué el efecto de dicha vitamina aobre 1la
proliferacién celular && la =fdul:z &sez de loa  ratones, y sae
analiré estadisticaments mediante la prusbe de chi cusdrads con -
p < 0.05, 7

La  vitamina-C por sf misma, ademds ds no ausmentar la
frecusncia de ICH, ejercié un afecto anti-ICH estsdisticamente
significativo an 1las tres dosin administradas:  no presents efec-
tos sinergisticos con la MNC en ia trecuencia de ICH, perc si en
la proliferacién celular de la médula 6esea in vivo, 1o cual
quizgs sea un reflejo de su accién gsnoprotectora.
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1. INTRQRUCCELIQN

1.1,  Definicisn'y Antecedentes deé los Intercambios de

Cromatidas Hermanas (ICH).

S8 puede astablecer de manera sencilla que los intercam-—
bios "ae crom4dtidas hermanas (ICH) son, como su nombre lo indica
intercambios de segmentos homdlogos o casi homédlogos, simétricos
y -equivalentes entre l2e cromAtidas de un mismo crormosoma (Mo-

réles,lQBs; y Stetka y Carrano,1977). Figura 1

Fué HcClintock en el ano de 1938 quién al percatarse de-
que 1los cromosomas en anillo podfan, eventualmente, originar
anillos dicéntricos, sugiridéd el fendmeno de los ICH (McClintock,-
1238B). En 1958 J. Herbert Tavylor y sus colegas (de los departa-
mentos  de Biologla 'y Medicina en el Laboratorio Naclonal de
Brookhaven demostraron y publicaron la existencia de 1los ICH
detectados citolégicamente en las cé¢lulas de la raiz de Crepis
‘ggpnlgxis (Tice y Hollander,1984). Mediante él andlisis uufoffa;
diogrdfico de dichas células, cultivadas en presencia de timidina
tritiada  durante él primerco de dos ciclos de divisién sucesivos,
ellos observaron intercambios de segmentos entre una cromidtida

martada y otra no marcada (Taylor,1958).

Anos mis tarde los intentos para detectar la sintesis de
acido desoxirribonucléico (ADN), vy ijunto con ella a los ICH, sa
basaren en la incorporacién en el ADN de un 4tomo pesado 'y pola-

rizable como el bromo (Br) en forma da un andlogo de base, 1a
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bromodesoxiuridina (Brdl), que pudiera ser detectado por la per-—
turbacién a estados excitados de dicho subatituyente y gqua, por
tante, mostrara las propiedades luminiscentes de &1 o los colo-. -
rantes apropiados, unidos al ADN. . Los primeros experimentou de
eéte tipo se realizaron a mediados de 1972 por investigadores
como Latt y Sugiyama (Tice y Hollander,1984; y Gotu y cols,1975),
centrandose en el uso de la quinacrina ¥y sus derivados, princi-
palmente debido a la capacidad de estos compuestos de producir
patrones de bandec de cromosomns en metarase. Sin embargo, debido
a que no habia un marcado efecto entre la substitucién de la Brdu
Y la fluorescencia de la quinacrina sdlo se pudo continuar con --—
este procedimjentc hasta que Grapp y Hilwigg encontraron nueves -
tipos de colorantes como los hiskenzimidazoles (v.gr.el Hoechst -
313258). MAs tarde ge comprendié que dichos bisbenzimidazoles al
unirse al ADN podian ser reducidos por la sustitucién de Brdl --
Yy quo dicho efecto podria servir para la deteccidén citolégica de
1a incorporacién y por tanto de la sinteslis de ADN. Poco despuéds
sa observéd que la ewmisién de [lucvrescencia del Hoechst 3325% al
ﬁhirsé a po}iu(dlde-ﬂrdﬂ) era Inestable a la iluminacién re#etlda
¥ due las células substituldas con BrdU y expuestas al colorante

aeran claramenta sensibles a la luz.

Debido a que el método original de Latt requerfa entonces
un . microscopio de fluorescencis y que ademAs esta fluorescencia
te extingue rapidamente durante la observacién (Latt,1973 vy
1974}, Perry Yy Wolff en 1974 propusieron un nuevo método
utilizande ademds de la BrdU, el colorante de Giemsa.y la exposi-

cién ‘de las preparaciones a un buffer callenie (2 x SsC a 6D C)



{Perry,1974), la observacidn resultado da dicha técnica puede ser
explicada en términos ‘de una fotélisis Yy una elucidn por sl
buffer caliente‘ {Goto y cols,Ll%75), aungue ésta no ha sido la
dnica 'arxplicacién dada al regpecto a través de los anos (Burkhal-
der,1979). Asi, esta técnica de tincidén con Gie-sn~tnci1itc el --
mnAlisia de los ICH y por tanto su utilisacién en un laboratorio

sin necesidad de un microscopio de fluorescencia.

Actualmente se conhtinta ampliando el interads en la
naturaleza, el significado y 1a utilidad de este fenémena
observado citogendticamente (Tice y cols,1984).
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En una revision que realizaron Tice y Hollander en 1984,
se encuantran varios modelos de la formacidn de los ICH, algunos

“de allos son:

+ El modelo del Desvio de la Replicacidn (replication bypass
model) (D.A.Shafer).

ok El nodalo de la Conformacién da la Cronatina (chromatin-
'contctnntton model) propuesto por DuFrain.
" *"El modelo de la Ruta de la Probabilidad (path-probabilitf
model) de M,K.Conner,
* El modalo Tricorte cruzamiento-unién de A.D.N. (DMA cross=—

l1link 3-cuts model) propuesto por Y. Pujiwara del Japén.

Cada wodelo estA basado en eviderncia experimental especil-
tica  aunque & veces limitada y ningtn modelo o mecanismo de la
_formacién de ICH en general ha sido hasﬁa el momento confirmado
(Tice y cols,1984). En un principlo, se pensé que los ICH pedrian
ser el resultado de un proceso de reparacibﬁ de lesiones on el
ADN (Banday Yy cols,1974; y Latt,1974): sin embargo, la obaserva-—
ci6n de gue algunos agentes pueden inducir un incremento en la
fracuencia de ICH, que se prolonga nucho tiempo despuds -de su
’xndlinistrncLOn {Ichil y Bender,1978), sugiere gque las Leslones no
Vson repatndns .

" mMas tarde, Robert B. Paintgt en el ano de lSaorprcpuso lo.
. que ‘llamé el H&dalo de Replicacien de ICH basado en.la idaa‘ que
los VrommeLentos de doble cadena son generados en la coﬁjuncién»
‘entre un repllcen co-pletauenta duplicado vy otro parcialmente

:‘dupxicndo. zste .modelo constituye la hipotesis nas aceptuda de la‘:

s




induccién de ICH actualmente.

59' denoninan replicones a lus'unidados discretas de re-—
plicacién dal ADN scparadas unas de otras por ARN (Acido ribonu-
cléico) 'y proteinas. Painter (1980), sugirié que el ADN en estas

) conjunciones o .sitios de separacién son susceptibles & rowpimicn-
tos de doble cﬁdena durante la replicacién, lo cual es factible
por la presencia de la enzima Topoisomerasa II descubierta en --
células de Drosophila; dicha enzima es capaz de inducir rompi-
mientos ‘de doble cadéena del ADN. De esta manera, el dano que
involucra ia detencién en la progresién de los orlgenes de repli-
cacion provoca una asincronia en la replicacién de dichas wuni-
dades 1o que incrementa la posibilidad de dobles rupturas después
de gque una unidad haya terminado su replicacién (Painter,1980}.

Figura 2

Aunque todavia no se conoce el significado bioldgico de
ioerCH, el hecho de que se han observado en las células de todos
los organismos estudiados, sugiere gue éstos son un fendmeno O la
expresion de un fenémeno comdn y fundamental para la célula (Tice
'Y cols,1984 ). Por otro lado, es posible que el fenémeno de los
ICH sea la consecuencia de un:pzoceso que per-i;é a la-rcplula"
52divldi;sé, aun on presancia de lesiones en su ADN;  de sar as{i,
) pgdiern haber una correlacién entre el fenémeno y la mutacién —-
‘_(curruno,y Tho-pson,lsoé), dado gue las lesiones persistentes —-—
suuen;nrlunlla probabilidad de esta @itima en el ADN. Lo anterior
,ﬁiéﬁé i-ﬁortdncia en relucieﬂ con. la formacién de. celulas cance-
branas, debido a que existen pruebas gque asocian la peréxstcncia

- . de lesionas en el ADN con las células malignas (Margison y Klei-

7
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hues,1975).

A pesar de gue los experimentos en autorradiografia de
‘Rato indicaban gue los mutdgenos inducen ICH {Kato,1974), ﬁc fué
sino hasta la introduccidn de la técnica dependiente de Brdu de
Latt (Latt,1973) cuando los ICH fueron ampliamente considerados
como un indicador de potencialidad mutagénica y carcinogénica. De
hecho, los. ICH son un nétodo. de mayor senslibilidad para la detec-
cion de muchos mutidgenos quimicos en comparacién cen las abarra-—
clones cromosdmicas; {De acuerdo con Latt,la sensibilidad de la
prueba de ICH es aproximadamente 100 veces mayor que la prueba
esétndar de aberraciones crowmosémicas) (Latt,1974), aunque pare—
cen no estar relacionados entre si y llevarse a cabo mediante
mecanismos distintos (Wolff,1982). Este interés en los ICH como
una alternativa genotéxica fué iniciada por el estudio extensivo
a - cargo de Perry y BEvans en 1975. Actualmente hay evidencia  de
que pafa muchoes agentes quimicos, el estudio de los ICH . propor-
ciona el .fndice mads sensible para detectar el dano gendético
porque se ha encontrado que existe una correlacién entre la

frecuencia de ICH y la dosis del mutAgeno {(Perry y Evans,197S ; y

- Takehisa,1982). Por esto el Comité de Genética Toxicoldgica de -

los EE.UU. 1o ha inclufdo como sistema  de pruebs (Lati y

cols,1981).




1.3. ~Ma&todos 'y Compuestos Inductores de ICH.

Hasta el momento. se han creado diversas pruebas que
utilizan bacterias, levaduras y Drosophila asf como otros  orga-
niswos "inferiores® para detectar agentes mutagénicos. y/o carci~
noqenicos'(Ames Y cals,1975), pero a pesar de qﬁe estas pruebas
han sido altamente satisfactorias, en organiemos "superiores®™ es
Qe gran inportancia el desarrollo de sistecmas complementarios
para la deteccién de este tipo de agentes particularmente en

células de mamifero in vive (Nakanishi y Schneider,1979).

Recientemente, los ICH han sido utilizados para detectar
el ‘dano gendtico en ceélulas eucaridticas con una gran sensibili-
dad - (Perry y Bvans,1975). Pero, mnlentras muchos mutigenos Yy
carcindgenos son activosrin yitro, otros, como la ciclofosfamida,
requieren la adicién de microsomas hepdticos para su activacién
matabdlica (Stetka y Wolff,1976). Los sistemas in vyivg,  por
taqto, ofrecen la capacidad de detectar agentes que requieren

sistemas de activacién conocidos as! como de sistemas potencia-

dores. -

El problema fundamental para el desarxcllo de sistemas
in vivo que permitan el analisis de ICH es 1la dificultad de
“Suministrar Brdu a los animales de prueba por perfodos prolonga—
dos. Esto se ha resuelto de diversas formas , como la 1ntusidp -
continua por via intraperitoneal o venosa de una solucién éa ﬁrdU
(Schneider y cols,1976); la ilmplantacién de tabletas de Btdu
simples (Allen y cols,1977) o cubiertas con paratinn‘(lcleé Yy -
,pol§,1983) o agar {Ring y cols,1982); asf{ como la aﬂministrucién»

10



por via intraperitoneal de una suspensién de Brd¥U previamente

) adsorbida en carbén activado (Morales,1980), -una fola inyeccion
“-de BrdU. en agar fundido (Qin y Huang,1984) o una inyeccidn de una

suspensidn de aceite de cacahuate y Idu (Jian-bin y Bao-

xiang,1985}.

Igualmente se han descrito muchas variedades de sistemas

-in yiyo para el ICH : embriones de pollo, espermatogonias  de

ratdn, médula ésca de hédmster chino, médula dsea de ratdn, y -—-

QIAnduln salival de raten, éntre otros (Moraies,1980 y Tice i y
€ols,1984). Sin  embargo, desde un punto de vista . practico el
sistema de médula 6sea es el nds simple y rapido debido a gue la
;preparucién de figuras metafdsicas es menos elalborada y el ciclo
celular de este sistema es nds corto en relacien a otros. Por -~

ejemplo, mientras gue el ciclo celular del sistema de glandula
salival dura 35 hrs, el de médula ésea dura tan solo 9 hrs

{Morales,1980}.

Por otro lado, Kato en 1976 agrupd en tres cateéor!us a
los distintos agentes guimicos en base a su eficiencia de induc~

cion de IcH Y aberraciones cromosémicas (Takehisa,1982):

1) El briler grupo, -designado comoc agentes tipo rayos-X abarca a
’ uquellgs,aqentes que presentan efectos de manera similar a los

ae ]as'ra&inpionep ionizantes; - es decir que el aumentc en la-

.trecdenciu>de ICH es minimo en comparacién con su capacidad -

para - producir aberraciones cromosémicas. En este. grupo se

“incluyeron entonces: cafeina, 8~etoxicafelna y bleomicina:

11



2) Los agentes del segunde grupo corresponden al tipo UV, c.paces
da inducir de maners muy eficlante los ICH, aunque también se
producen ‘en marcada proporcién aberraciones croﬁoaémlcas.
En este grupo se ir‘acluyen 1la mayoria .de los ngentes alquilan-—
tes.

3) En este tercer grupo se sitdan aguellos inhibidares mnetabd-~
licos como la Fluorodesoxiuridina, la hidroxiures, timidina en

axceso y la cicloheximida; sus damos 2n el ADN son indirectos.

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

ICH es efectiva en detectar los mutégencs del tipo UV y sS—-depen-
dientes, pero inefectiva para los mutdgenos G -dependientes bajo
ciertas condiciones. Los nmutagenos S-dependientes son lps agentes
que rompen a los cromosomns como los agentes alqullantes, que
requieren que la célula pase a través de la fase de sintesis de
ADN para manifestar las aberraciones. Los mutdAgenos G -~dependien-—
tes o S—-independientes como la bleomicina inducen rompimientos de
cromdtidas en células en G o mitosis (Littlefleld,1979). Asi, en
estos dltimos no se obsgrva un incremento en los ICH si son
‘aplicados durante la #ltima vualta del ciclo celular justo antes
de 1la f£ijaclién porque para la forma¢idn de los ICH 1las células

necesiton pacar a través de la [use § (Takenisa, 1982)

Por su parte, Nakanishi y Schneider probaron 18  agentes
mutagénicos capaces de inducir ICH tanto in vive como in wikze -
¥ 1llegaron a la conclueién de que la Mitomicina-C (MMC) e el
inductor méAs potente en ambos sistemas, 1 wg de MMC por kg . de
'péso indujo aproximadamente 21 ICH por célula, pero tanto este -

mutdgeno - como la ciclofusfamida, (otro fuerte inductor de ‘ICH).

12




,prbod.uc‘en bajaaffrecugné:iﬂs de aberraciones cromosémicas - (Nakani-

shi: Y .Schneider,1979).

13




1l.4. La Vvitamina-~-C Y] nus Efactosn Genotéxico: ¥y

Anticancerfgenos.

A& mediados del siglo XVITT Jamen Lind demostrd que ol
juge de diferentes citriges freross ruraban el escorbuto (Stewart
¥y Guthrie,b19%3). El principio activo, la forma onélica de ia 23-
ceto-L-gulofuranlactona, fuée entonces llamada acido agscérbico o
vitamina-C (Figura 3) y aislada a rinales de 1920 por Albert
Szent-Gyorgyi (Szent-Gyorgyi,is28). Ya a nediados de los  anos
30’s sc hablan derarrollado diferentes wétodes para sintecizarla
convirtiéndose muy pronto, en un compuesto ampliamente disponible
y a un bajo costo. Poco despuss se establecid gue la  gsustancia
carecia de toxicidad en cualquier dosis utilizada. Sin endargo,
en algunos sistemas biolégicos se ha chserwado que la administra-
cién de grandes cantidades de vitamino-C origina diferentes efec~
tos genotéxicos en diversos sistemas de prueba (Shambergyer,1984),
tal et el caso de las pruabas realizadas por Ames, en las gque
encontré ligeramente positive al 4cido ascérbice (Ames 1'd
cols,1973). Taubién Stich en 1979 reportd que la vitamina-C en un
cierto intervalo de dosis, indujo dano cromosédmico en células de
mamifero in wvitro, e in ¥vivo la administracién de ascorbato - en
ratones dié como resultado una fragmentacién de las. células -de ita

_.mwucosa estomacal (Stich y cols,1979).

También se han encontradc una gran variedad de efectos
benéficos de la vitamina-¢ que 1a relacionan ademds del escorbuta
¥y la matrlz intercelular, con la eritropoyesis, el potencial

6xido-reduccisn, - loa nucledtidos ciclicos {gque a su vez se rela-

14
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.cionan. con el balance hormonal) Yy el slstema inmune, antre otros
_aspactos (Lewin,1976). Ademids, Prasad ha planteudé 1a posiﬁlll;
dad de gue . el ascorbato pudiese modular el efectoc de vnrios‘

agentes farmacolégicos (Prasad y cols,1979).

Por otfo lade, las propiedades antioxidantes que presenta
el ‘Acido ascérbico hacen pensar que, al igual gue otras agentes
‘antioxidantes, éste también tenga algquna actividad anticanceri-
‘éena {Cameron y cols,1979). Al respecto, Cameron, Campbell’ Y
Pauling  han reportado desde los anos 70’s el efecto benéfico de
dosgis  altas de 3cido ascérbico en neoplasias humanos avanzadas
{Cameron y Campbell,1974 ;y Cameron y Pauling,1976). Asimismo, sa
ha mostrado que el Acido ascérbico inhibe de manera preferencial
u” las céulas Vcancerosas in ywltro, quizas debido a un efecto

toxico o a un efecto anticancerigenoc (Bram y cols,1980).

Recientemente Ghaskadbi y Vadya (1989), encontraron me—
diante la prueba de microndcleos en ratones, que el Aclido ascér=-
bico es tambiédn un efectivo antimutidgeno del antiamiblano diyodo-—

.hidibxiquinolelnn, Y que ademAs las dosis antimutagénicas de asta
‘TQKtumiﬁu no c<ausan riesgo algquno sobre el_mage;iaquéhico de'egtar
sistena. Sin embargo, Gebhart y colaboradores recomiendan quer
antes' de considerar al Acido ascérbico como un agente antimu~

tagénico de uso terapéutico, es necesario no solo elucidar su

" mecanismo. de ~ accién desde el punto de vista molecular,  sino

también su metabolismo fn yivg (Cebhart y cols,1985).

Finalmente, también se ha estudiado el efecto sinérgico

antimutagénico de la vitamina-C con otras vitaminas. Tal.es el
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caso de los espudios realizados por Noto y cols (1989), Gobhart y
cols (1985); ¥y Bala y Groverr(1909)u Noto y cols, al investigar

los efectos combinados de las vitaminas X y ¢ en lincas <celu-
lares cancerosas de humano, conflrmaron e: efecto sinérgice do
ambas vitaminas en la inhibicidén del crecimiento tumoral. PpPor su
'putte, Bala ¥ Grover utilizando la prueba de Ames, probaron en
Wﬂ typhimurius, 1a actividad antimutagénica del 4acido
ascérbice y del Acido citrico contenidos en el juge de 10 frutas

citricas, aungue sus resultados hacen pensar gque existen dentro
de’ egtas frutas citricas otros factorec también con propiedades

antimutagénicas. Por otro lado, en los estudios a cargo de Geb—
hart y cols, tanto la vitamina-¢C como la vitamina-E mostraron
tener un claro efecto anticlastogénico en relacién a  agentes
alquilantes, 1o que apoya la posibilidad de una aplicacién préc-
tica de protectores naturales en contra de Ia ‘accién clag~-

‘toqenicu, mutagénica y carcinegénica, de los mutdgenos quinicos.
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1.5. La Vitanina-C en Relacién a los ICH.

Con respecto a los ICH in vitro, Stich reporté en 1976 -
que éstos eran inducidos en células de hamster chino expuestas
durante 2 a 3 horas a una concentracion de ].0_4 - 10-2 N de acido
ascérbico o bisulfito, y que dicho sfecto aumentaba para perfodos
de .exposicién adn mAs prolongados (hasta de. 24 hr) (Stich y
cols,1976 y 1979). Al igual que Stich, Galloway y Painter reall-
‘ZAaron la misma prueba, pero utilizando ademas linfocitos humasnos
Ly una - dosis de ascorbato de G.l- 10 mM obteniendc también un
incremento en los ICH.  Sin embargo, al mismo tiempo encontraran
que esta vitamina puede reducir los ICH inducidos por KNNG (N-
metil-N’-nitro-N-nitroso-quanidina) (Galloway y Painter,1979%). De
esta manera, Stich et al. concluyeron que aunque la naturaleza de
las especlies activas de las sustanclas que inducen los ICH es
desconocida, estas evidencias Iindican que el 4cide ascérkico
rompe al ADN cuando se producen radicales hidroxilo en presencia
-de oxigeno, cuya reaccién es estimulada por el ién Cu * (stich y
cols,1976 y 1979).

i En _ contraste con los resultades in yitrg, Jla vitamina-C
no.’ ﬁlé iugar a la induccién de ICH en la ledulu'osen de hAmséer
chino en una prueba in yvivg realizada por Speit et al. ‘en 1980.

- la dosis de ascorbato probada fué de un rango de 200 a 10 000
‘my/kg de pemo y adminimtrada tanto oral como intraperitonealmen~-
te. . Ellos concluyeron al respecto que, en comparacién con las
células in vitro, el organismo de los mamiferos parece estar bien

-protegido  en contra del dano que induce el H O y los radicales
22
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con  enzimas como la catalasa y la superdxide dismutasa (Speit vy

cols,1980). Los estudios recientes a cargo de Xrishna corrohoran

los raesultados de Spait. En 1986 Krishna, Nath y Ong determinaron

que el Acido ascorblco en una dosis mAxinma de 6.68 g/KRg in . wivo

inhibe en un 39.%6% 108 ICH inducidos previamente con MKC, pero

que en condicicnes in wive/in vitxro la misma dosis de vitamina.
actud como un agente co—-inductor de ICH y fué téxico para células

de bazo. Dicho.fendmeno podria estar relacicnado con la seleccién

de las células,  las diferencias en la duracidén de su cicleo celu-

lar ' o la sobresaturacion de los mecanismos de reparacién en las

cé&lulas - en la presencia de excesivas cantidades de Acido ascédr—
bico (Krishna y cols,1986).
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2. HIBPQTESIS

La - vitamina-C tiene un efecto inhibidor de 1la
induccidén de ICH, producida por la MMcC.

OBJETIVO PRIMARIO

2.1,

Determinar la frecuencia de YCH en médula ésea de ratones
expuestos - a HMC ~ en presencia de diferentes dosis - de

vitamina-C.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.1.1. Determinar sl estas dosis de vitamina~C (4cido ascérblco)

2.1.2.

2eleda

al ser administradas por via intraperitoneal, disminuyen
o inhiben 1a frecuencia de ICH inducidos wmediante una
dosis determinada del mnputdgenoc MMC en médula d&saa de

ratén.

Establecer si las dosis utilizadas de vitamina-C inducen
ademds, alguna modificacién sobre 1la  proliferacion
celular in wvivo.

Determinar sl la vitamina-c ¥y la  MMC poseen afectos
sinérgicos sobre-la. frecuencia de ICH in yivo. s

-~ z0
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~-3.1,

3.2,

3. MATERIAL X METODRGOS
Hntérlal Biolégico

ﬁa utilizaron 40 ratones macho de 20 a 25 g de peso da 5 a 7
gemanas de edad, de la cepa NIH (SW), procedentes del biote-
rio de 1a Secrotaria de Salud Pablica ubicado en " Tlalpan
México, D.F., mismos que se mantuvieron con alimento y agua

ad libitur antes y durante el experimento.

- Soluciones Administradas a 1os Ratones :

3.2.1. Solucién de Mitomicina-C, preparada con agua destilada en

una dosis de 2.0 mg/Kg de peso, para ser administrada por -
via intraperitoneal hasta un voldmen maxismo de 0.5 ml por

ratén.

3.2.2. Selucién de ascorbato de sodio preparada con agua destl-

lada en tres dosis: 3.0 g/Kg, 5.0 g/Kq y 7.0 3/Kg, para ser
administrada por via intraperitoneal hasta un volémen -~

mAximo de 0.5 ml por ratén.

3.2.3.. Tabletas de S-bromcdesoxiuridina de 40 mg, ( de una

altura de 1.7 mnm y de 4.6 mm deidl&natro,‘ comprimidas ‘en un

'puﬁidn de acero de dichas dimensiones, a una presién de 23

Kq/éw durante 3 seg,  en una prensa con mandmatro, - propors
cionada  por el Departamento de Parmacia de la R.N.C.B.),
recublertas con parafina (p.:.sa—eooc) en un 70% (con al--;
objativo de controlar 1la liberacién de la tableta dentro del

organisme del animal (McFee y cols,1983)), para ser implan-
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tadag  subcutAneamente en ol 4rea abdominal, una enn cada
ratén.

N 3.2.4. Solucién de colchicina al 0.04% preparada en agua
destilada, para administrar una dosis de 5 ug/g de peso por

via intraperitoneal.
3.3.- Procedimiento :

Se distribuyeron los ratones. en 8 lotes de S animales -
cada uno, y se les implantd, subcutdneamente en la region Abdcms.—
nal, una tableta de 5-BrdU, recubierta con. parafina en un 70%,
con el objetivo de marcar diferencialmente las cromdtidas _heﬁa-
nas (McFee y cols,1983).

Los lotes fueron designados de la siguiente manara:

# TRATAMIENTO (LOTR) SOLUCION A ADMINISTRAR (+ 5-BrdU)
1) TESTIGO ( - ) Unjicamente con la tableta de 5-Brdu.
2) TESTIGO DE
VITAMINA-C 3 g/Kg de Ascorbato de sodi_.o.
3) TESTIGO DE
VITAMINA-C S g/Kg de Ascorkato de sodio.
4) TESTIGO DE
VITAMINA-C 7 g/Kg de Ascorbato de sodio.
- 8) TESTIGO { + ) 2 iq/xq de Hitomicina-c.
g ) TRATADO CON 2 mg/Kg de Mitomicina-C -+
(O VITANINA-C 31 g/Kg de Ascorbato de sodio.
7} - TRATADO 'CON 2 mg/Kg de Mitomicina-C -+ -
VITANINA-C 5 q/l(g de Ascorbato de sodio.

ng/Kg de Mitomicina-C +

8) TRATADO COMN .
g/Kg de Ascorbato de sodio.. "

- VITAMINA-C

NN
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ﬁespués de i hora de implantadas las tabletss, se ptbce-
616' & inocular por via intraperitoneal MMC en dosis de 2.0 ng/Kg
de peso de acuerdo a Krishna y cols (1986) a 4 lotes: los 3 lotes
tratados  con  vitamina-C (tratamientos 6,7 y 8) 'y el testigo
positivo de MMC (tratamiento 5).

A las 4 horas de implantadas las tabletas, se adminis-
traron las tres dosie de ascorbate de sodie (3.0, $.0 y 7.0 g/Kg
de peso),. tanto a los tres lotes tratados con vitamina-C (trata-
mientos 6,7 Y 8) como a los 3 lotes testigos de vitamina-C
(tratamientos 2, 3 y 4)1 siendo el lote restante el testigo

. negativo (tratamiento 1),  fnicamente con las tableta de 5-BrdU

implantada, como ya se menciond, al principio del experimento.

) Finalmante, a las 21 hrs de haber iniciado el experimen-—
to, a todos los ratones se les administré colchicina por via —--
intraperitoneal en una dosis de 5 ug/g de peso, para gue las —-

- célulag en divisidn se detuviesen an metafase y los cromosomas
fuesen mejor visualizados. Tres horas después, los animales fue-
ron sacrificados por dislocacioén cervical, y se extrajo la médula

“6gea femoral, haciendo pasar a través d‘i huaso, al cortar las -
epifisis, un millilitro de KCL 0.07SHM, ei cual se recibié con'ius‘
células, en tubos de c.ntrltﬁén Yy se dispersé en 7 ml mds deVQSCB
solucién. Eate tratamiento hipoténico se efectud durante 25 min
incubado a 37°c. goatericrnence, el paquete celular se f£ii8 por
dos ocasiones de 20 min cada una, en  solucién' uegunoi:pcido'
acético 3:1. '
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‘Con esta suspensién celular se realizaron las prepara-

clones - cromosdmicas correspondientes por cada ratén, goteando

esta suspensién  en portacbietos humedacidos en atanol al 50t .y

flameando unos sequndos las laminillas. Despuéds de uno o dos dias

"se procedié a temir diferencialmente las células, de acuerdo a la

técnica de Goto modificada que se describe a continuacién -

{Goto ¥ cols,1975)

1) Se sumerqieron ias laninillns en una solucién de bisbanziwnida
(Hoechat = 33258) a una concentracién de 100 ug/ml  en aguﬁ
destilada durante 40 minutos.

2) A continuacidén se lavaron las laminillas con agua destilada y
#s& sacaron en el horno o Gooc durante 15 min.

3) Una vez secas, se montaron en solucién reguladora da tostato—
citrato, PpH 7, con un cubreohjetog, para asi ser expuestns,
durante 40 min, a luz negra (iluz ultravioleta cercana 7 =
10— cn) a una distancia de 2 cm.

4} Enseguida se enjuagaron con agua destilada y se secaron,
durante 15 min., nuevamaente en el hoxno a 50°c.

’5) ,Pe-te"iomeve ze incubarecn en unz solusién galina-eitrato
(2 x 8s5C)° I 60 c durante 20 ainucos.

6) Plnal-ont- ne onjulqaron con agua destilada y se secaron en
el horno a 60 C durante 15 minutos Y se tineron con coloran-
te de Giemsa al 4% en solucién roguladorl de fosfatos pH 6.8,

Pigura 4.
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3.4. Andlisis.

Por cada  ratén se analizaron 25 metafases - de scgunda
divisidn para determinar la frecuencia de ICH, para cuyoc trata-
miento estadistico se efectué un andlisis de varianza (Prueba FP)
con p = 0.05, vy posteriormente la prueba de Tuckey con p = 0.05,
Se calculd adenmés, el porcentaje de inhibiclén de ICH (2 I) por
cada dosis de vitamina-c, utilizando la férmula :

Ho. de ICH por célula en la presencia de V-C
11 =

Ho. de ICH por célula en la ausencia de V-C x 100 - 100

donde tanto al numerador como al denocminador, =se les rasté sl
namero de ICH /célula espontdneo (Testigo (~-)) (Krishna vy
cols,1986).

A continuacién, por cada ratén ee obtuvo la  proporcién
de células de primera, segunda y tercera divisidn en las primeras
100 "~ metafapas encontradas, Yy por cada lote de 5 ratohes, sa
calculd el Indice de Replicacidén (IR), para determinar la dura-
cidn . de 1la proliferacién celular. El IR fué calculado de 1a

.siguiente manera :
IR = 1M1 + 2M2 + 3K3 / 100

donde M , ¥ Y M representan los porcentajes de metafases da
prileru,L segunda v tercera divisisén, r.spectivamente
_(Ktlshnu y cols,1985) Pigura 5. Se consideraron talblen como M a
iaquellus células cuyo ADN so replicé antes de la adicién de Bréu,
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2a.

Divamstin
3a,
Divisidn

Siluntes de low cromosomas da meck:la Gsea da ratdn, reprasantando la tincicon de
ICH corraspondiants a las caracteristicas ds sustitucicn de Brol) por unc, dos v
tras cicios da division Las dobiss bancas del ADN s8 reprasentan como flachas

v lza cacenss sustituides con BrdU duranta la sintesis de ADN, con una flacha
mas cbscura (Morales, 1786).

Figura =




pues por el tipoe de tincién no podian ser diferenciadaos de  los
primeras; asimismo, a agquellas que pasaron por 3 o méd& . ciclos

celulares se les considerd como M

La proliferacién celular se analizé estadigticamente por

medio de la prueba de chi guadrada con p = 0,05.
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4. RESULTARQS

En la tabla-1 se presentan los resultados de la [recuen
cia de ICH en médula dsea de ratdn in vivo. Como se pued& obser
var, el promedio de ICH, inducidos por MMC (2mg/Kg) en el testigo
(+) (9.54 ICH/célula), fué mayor en aproximadamente 3.5 veces que
aguel obtenido para el testigo (-} (2.6 ICH/célula). Esto indica
que -realmente la MMC aumenta considerablemante la frecuencia de
los ICH y que, por tanto, ¢l sistema planteado en este trabajo
funcioné adecuadamente.

El anAlisis de varianza (Prueba F) (P > 0.05) efectuado
{Tabla 2), indicé que no hubo diferencians significativas entre
loa promedios de ICH de todos los lotes; asimismo los resultados
de la prueba de Tuckey (Tabla 3), ravelaron que los promedios de
ICH de los tres testigos de vitamina-C (2.79, 3.11 y 2.3 ICH/cé-
.lula). tampoco difieren estadisticamente del testigo {(~) o basal
{2.6 ICH/célula).

Sin embargo, al comparar los promedios de ICH de los
tres  lotes tratados con vitamina-C ¥ MMC (5.94, 6.42 y 4.38
ICH/célula) con respecto al del testigo (+) (9.54 ICH/¢élula), se

b vé cla e una fuerte y estadisticamente significativa
inhibiclen dn 1a frecuancia de los ICH. Dicha inhibicién se
cuantificé en un porcentaje de 37.73% ICH/célula para la primera
dosis de vitamina-~C (3g/Kg) hasta un 54.04% para la dosis mis
alta (7g/Xg) (Tabla 1).

con respecto a la cinética de proliferacién celulur,rlos
resultados de la prueba de chi cuadrada efectuada (p > 0.05),  se

muestran en la tabla 4. La proliferacién celular.en 1los testigos.
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de. vitamina-C disminuyé de manera significativa con respecto al

testigo (~-); mientras que los lotes tratados con vitamina-C y —-
MMC wmoOstraron un retrsso agh més significativo con raespecto a
este tostigo (-) y mucho mayor con respecto al testigo (+). Eaco
8@ corroboré con lag diferencias exlstentes entre los IR de
iote, e indica

cada
que la vitawina-C y la MHC ejercen entre si un
afecto sinergistico rotrasando significativamente la prolifera-

cisn celular de la médula ésea de los ratones tratados.
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Tabla 't 1 €1 efecto del acido ascorhico sohre la.-

frecuencia de ‘los

ICH

inducidos.mediante

"mitomicina-C en medula omea "in vivo"

Porc%ntAJnn-
e
Inhibicaian

s W NP

[

tado :gn
amina-—

s
a
t
tiagRacEn
a
t

tado cgn
amMlha-

& N ou

vy ey

- 3. 50
- B.63
/- B30
- B.17
- @A. 93
t/-1.089
V-2.208

- 1.4

27.73
32.78

54,084

# » de Inhibicion

# 1 Tratamiento 1

_ WO M 1.C.A./CONLA DX (4 PEISICIA MK ¥-C

X0 - (8

YT L

Ic!tisnl s- Vitamina-C ; Ascorbato (1 I e
. ) ) R - .

. Tratages con Vitamina-
.

[+

Ascorbato (e, Semy?e38 ) ¢ hitmisinet ( 2wy

‘Temtigo € - ) 1

Solo con Brdu ¢ 1 )

Testigo ¢ « ) : Nitomicina-C ¢ 2 mg/Kg > s )
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Tabla 2 : Resultados del analisis de
varianza (prueba F> gon
p = B8.83 u lox datos de
ta tahla~1, ¢ Reyus, 19683 ).

Teeste de Soma Grados | - Casdrados ™ *
wriicios ] O] mdioz calcslude ]
Kleclos osadredos  lidertad , bl
Principaios ;
Tratanicwto 21,399 ? A.em ane | foe
Lrror .17 k ] 012
Total 55.514 n
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Tabla 3 : Resultados de la prueba de Tuckey con
p = B8.83 , para los ICH.

—— Promedios de [CH <Orden Decrenienta)

TRATAMKIENTOS

1 7 6 a 3 k-3 1 L}

[2.54 6.42 5.94 4.38 2.13 2.79 2.6@ 2.38)

Z.3@| 7.24 4.12 3.64 2.8 W
2.68| 6.94 7.82 3.34 1.78[B.51i @.19 .80

2.79 | 6.73 3.62 3.15 1.%59)@.32 o.0a

3,11] 6.43 35.31 2.83 1.27|0.0a

4,38 ‘

5.94

P M = B.6759 ICHM

9o BUNP D

9.354 | 0.90

LO Promedios de ICH (Orden Creciente)
T RAaTANWMI EHNT OS

Lay diferencias arriba ds la linea gruesa son
‘significativas . wn tantc que las diferencias—
abaJo Ge dicha linea na son significativas, -~
Pues sus valores suon menores de 9.6738 ICH ——
CRayex., 19283,

IR ATAKRIKENTOS

1Y F ¢-) 8) TCH)

2> ve, &> mnc uc,
3> ve, 7> nnc ug,
a vc, > nnc ve,
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Tabla 4 1 El wfects del asido ascorbico sabre
1a ;ircl iferacion celular.
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Grafica 1 : La freguencia de ICH an relacion can
. el tratamiento utilizado.

10 =

1

X0  MC DeONTMCOMDT
o
i

|

»
L

: x
1w v, -, | v, ) ¢, | ,! e 9-C |
1 2.3 4 5 . 6 7 8

TRATAHTITEHNRTD

3n



Grafica 2 Y El IR en relacion con el tratamieata
utilizada, )
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DISCUSION




S-RLESCUSIQE

La vitamipna~C inhibid de manera significativa 1n fre-
cuencia de los ICH inducidos con MMC, en un porcentaje da 37.73%
en . la primera dosis (3g9/Kg) hasta 54.04% en la dosis maAs altp
(79/Kg) (Tabla 1). Al comparar el tecstigo (+) de IMC {tratamiento
5), con los lotes tratadog con vitamina-C y MMC (tratamientos 6,7
y 8), se observa claramente este efecto antli-ICH por parte de la
vitamina-¢ (Tabla 3).

Sin embargo, la prueba de TucKey efectuada con los datos
de 1la prueba ¥ (ambas con p > 0.0%), indicaron que no exiasten
diferencias eostadisticamente slgnificativas entre la frecuencia
promedio de los ICH de los tratamientos ¢ y 7, es decir, entre
los lotes tratados con vitamina-C (3 g/Kga ¥y 5 g/Kg) y HMC (2
mg/Kg). Esto indica entonces que, al menos en las condlciones de
este experimento, resulta indistinto administrar 3 g/Kg o 5 g/Kg
de vitamina-C a aquellos ratones tratados con MMC, pues no cambia
el efecto sobre la frecuencia de los XICH con ambas dosis. Sin
embargo, al aumentar la dosis de vitamina-C hasta 7 g/Kg (trata-
miento 8) el porcentaje de inhibicién se elava hasta un 54.04 %
(Tabla 1), y las diferencias entre este lote (tratamiento 8) y
los dos anteriores {(tratamientos 6 y 7) si{ son significativas
{Tabla 3).

Cabe hacer notar que la vitamina-C disminuye la frecuen-

‘cia de ICH en un porcentaje considerado como  elevado, Y que
ademads lo hace sin causar efectos genotdxicous, al menos en las
dosis estudiadas. en este trabaje, lo que hace interesante saber.

si estos mismos efeci:os benéficos continuaran ocurriendo en dosis
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superiores, y/o con diferentes dosis de HHC.

Por otro 1lado, se oObserva que la vitamina~C ‘por si
misma, en ninguna de las tres dosis estudiadas (tratamientos 2, 3
y 4), aumentd significativamente la frecuencia de ICH con respec-
to al testigo (-} (niveles basales) (tabla 3). Es decir, que la
vitanina~C administrada por via intraperitoneal, no induje un
aumento significativo de la frecuencia de ICH. Aungue resulta
curioso el aumento en el promedioc de ITH en la dosis de % g/Kg
{tratamiento 3) (tabla 1) que ademis de ser signlficativamente
superior a los ICH de la dosis inmediata {7 g/Kg)(tratamlento 4),
exXtranamente no lo es con respecto a los nivelas basales del
testigo (=) (tratamiento 1) (tabla 3}.

Al respecto, Spelit ¥y cols (1980}, obtuvieron un resulta-
do similar en la frecuencin de ICH al analizar jin yivo, con 1la
prueba t de Student (p < 0.01), diferentes dosis de vitamina~C en
un intervalo de 200 - 10,000 mg/Kg de peso. Estos investigadores
obtuvieron un aAumento significativo de ICH en solo una de las
dosis estudiadas, aunque no especificaron la dosis exacta en 1la
que esto ocurrid,

La vicamina~C en combinacién con la MMC (trxatamientos
6,7 y 8), no aumentd de manera significativa la fracuencia de ICH
con . respecto al testigo (+) (tratamicnto 5) (tabla 3), 1lo cual
indica  que la vitamina-C en ﬁinquna de las dosis  administradas,
ejercié un efecto sinergistico con la MMC.

En el ser humanoc 1os requerimlientos minimos diarios de
a;ido ascorbico ascienden a 60 wmg/persona (Mirvish,1986)}, mien~
tras que para la prevenclén del escorbuto son tan 80lo de 45 ~=

mg/dia/persona (Shamberger,1984); estas dosis son realmente bajas
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comparadas a las que se estudliaron en este trabajo. Sin embargo,

Cameron y Campbell (1974) demostraron que dosis mucho mas eleva-~

das de esta vitamnina (45 g/dia/persona por via intravenosa y
2.5 q,

s .veces al dla por vis oral), duranta tiempos prolongados

{2 semanas a 2.5 aos}, en pacientes con cancer terminal, pueden

aumentar la reaistenclia natural al cancer y sin efectos "téxicos®™
gignificativos.

Los resultados agqui{ obtenidos se diferencian de 1los
obtenidos poy Krishna y <ols (1986}, quienes obtuvieron un por-

centale menor de inhibicidn de la frecuencia de ICH, 1la cual fué

analizada c¢on la prueba £ de Student {(p > 0.05). Sin ombarge,

ellos administraron una dosis mayor de MMC { 2.5 mg/Kg } y traba-
Jaron con una cepa diferente de ratones. Adends,
administracién

la secuencla de
de sustancias ¥ ¢l espacioc de tiempo entrs ellas

fué de manera Jdiferente a la aqu! empleada. LKe acuerdo a De Flora

{1988}, un agente gue aparenta tener ciertos efectos protectores
en una situacidn dada, puede tornarse ineficlente o hasta de-
letéreoc cuando tan solo se uodifica el sistema de prueba o se

varlan lps condiciones de prueba, la dosis, la via de sdministra-

cién, la secuencia a seguir o 1a combinacién ya sea intencional o
no, .de otros agentes. Esto puede explicar entonces, las diferen~
cias  obtenidas en los resultados, <on respecto a los de otroas
investigadores.

pDesde 1976 Sehneider ¢ cols. plantearon la pomibilidand

de  analfzar mediante la técnica de ICH, la duracidn, vy por

tantorzos cambios del ciclo celular, adenss del dane que dlversos
agentes pueden provocar al ADN (Schneider y cols,1976). Da acuar-

do - al mismo Schneider, aquellas células gue se han replicado en
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presencia de BrdU, una, dos, tres © mAs veces pueden ser idunti-

ficadas sin equivocacién (Schneider y cols,19?7). De hecho se ha

comprobade que la MMC inhibe la replicacion celular, 1o que sa
demuestra al diswminuir é&sta, las (recuencias de cé#lulas de terce-

ra division in yive e in vitrg (Kram y cols,l1978).

Con respecto a la vitamina-cC, Price desde 1966 obsarvé

gque 1z adicién de ascorbato aumenta Ia sintesis de ARN en el
ndcleo de trigo,io cual apoys ¢l hecho do que el ascorbato parti-

cipa en la actividad del ndcleo, tanto en la actividad witédtica

como en la transcripcidén (Lewin,1876). Actualmente, -las observa~

clones Qe Liso y cols (19Ba} indican gue el Acido ascérbico esta
involucrada en el control de la divisién celular y que es reque-—
rido para algunos pasos de G y G , anterior y pasterior respec

2

tivamente, a la replicacién del ADN. Es decir, que es ampliawente

utilizade en la interfase durante la sintesis de macromoléculas.
En este trabajoc se encontré que la vitamina~C por si
sola modifica la proliferacidn zelular,

con las dosis mas bajas (3 g/Kg vy 3

pues se nota un retraso

a/Kg), wismo gue se evidencia

. por una acumulacisn de células en segunda divieien (M )} gque no

pasan a ser de tercera divisién (M ) o mds {Tabla 4). Asimismo,
3

en la tercera dosis (7 g/Kg) aungue no hubo una diferencia esta-~

disticnmen;e significativa con la prueba de chl cuadrada, con

respacta al testige (-7, 12 progresién de las metafases
notar tambieén

aivision,

haca
un retrase, pues se observan mAs células en pPrimuls
y repartido el resto en segundas y terceras. Todo esto
se& corrobora . con la disminucién del IR del testigo (-}, con
respecte a estos tres lotes testigos de vitamina-C (tabla 4).
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Por otro lado, »l comparar el testigo (~) con los trata-

dos con vitamina-C y MMC (Tabla 4},

se obrerva gque hay uns difae-
rencia

significativa entre eollos y que el IR de este testigs (~)

es mayor que el de los tres lotes tratados con vitamina-~-C y MMC.
Sa  observs también un retrase en la proliferacidn celular, el
se hace més obvio en las dosis wayores (5 g/Kg y

Igualmente, al comparar

<cual T G/Rg) .

al testiyge (+) con log tres lotes trata-

vitamina-C y MMC (tabla &),
astadistica

dos con la falta de

con la primera dosis indica que 1a

significancia

vitumine~-C  junte
caon  la MMC dispinuyen la proliferacidn celular

tanto comoe el
nutégens solo,

pues el némere de células de primera,

sequnda Y
tercers division son casi iguales en ambos lotes.

Finalmente,

8 dosis mayores de vitamnina-c,
sinergistico

este efecto.
entre la Vitamina~C y la MMC se hace nas pronuncia~
do, pues ademds de axistir una diferencia significativa con

raspecto al testigo {(+), hay una gran acumulaciédn de cédlulas en

primera divieidn, y el IR del restigo (+)} es menor gue el de los
tras lotes tratados con vitamina-C y MMC (tabla 1),

Esto es indicativo de una depresién de la proliferacidén ~
celular, que suponemos es consecuencla del efecto genoprotector
ejercido por esta vitarina, pues no se puede establecer que ¢l
ascorbato es genotéxico, ya qus disminuye de manera significa
tiva la frecuencia de ios ICH. Esto se contrapone con los resul~
tados obtenidos por Krishna y cols.(1986) (p > 0.01), en donde no
hubo cambios significativos en el ciclo celular. Tal vez debido a
qﬁe en su experimento, los animales solo wstuwieron en contacto
con las sustancias quimicas (MMC y ascorbato) por un espacioc de 8

hrs {desde su administracién hasta el sacrificio}, y no las. 23
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hrs de este trabajo; ademds de haber sido administradss  jurtas.
Por tanto, quizds el ascorbato, al haber sido administrado des-
pugs del mutAgeno, efectud una accién protectora en contra de la
MMC, Yy no una aecién preventiva como eh el caso del expaerimsnto
de Krishna ot al, lo cual repercutié® en el comportamiento ceolu-
lax, sin por elleo ser genotédxico.

De hecho, estudios recientes de mutagenicidad del Acido
ascérbico han reveladu que éste no es genotéxico en cobayes, aén
en niveles supericores a los de saturacion de tcjidos por  inges-
tioén disria (5 g/Kg) (Horkus y cols,1981). AdemAs se ha visto que
una alta ingestidn de Acido ascérbico en la dieta reduce 1los
efectos mutagénicos del dicromato de potasio y su  influencia
téxica en las enzimas metabolizantes hepAticas. Dicho efecto
protector consiste probablemente en la reduccidn del crv1 a
CrIII, nenos mutagénico (Ginter y cols,1989).

Aungue también, cabe mencionar que se ha mostrado gue cl
Acido ascérbico es genotérico en ciertos sistemas de prueba
bacteriancs, asi{ como en diversos sistemas de prueba in vitro
(Shamberger,1984). Estos efectos se han explicado por la oxida-
cién intracelular qua sostiene el Acido ascérbice ( AA ) para =-—
transformarse en Acido dehidroascérbico ( BHA ) con la formacidn

do H O , de acuerdo.a la siguiente reaccidn :
22 .

Ah o+ 2H4 + 202 cemmemem— > 2H202 + DHA
De hechp, el H O 'y otros agentes que lo producen, inducen alte-
raciones inactivnntgs del ADN capaces de bloguear su ruplicucion
y afectar a los cromasomas, adn en tumores asciticos (Liottl ¥y

cols,1986). Sin embargo, como se ha visto,  dichas propiedades
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genotdxicas del Adclido ascérbico no han podido ser tnta!ﬁente —
confirmadas an pruebas con maniferos in yilvo, pues se ha propues-
to  que pueden ser suprimidas en la prescncia de enzimas como la
catalasa y la superoxido dismutasa (Morgan y ¢ols,1976: GCalloway
y Painter,1979: y Rosin y cols,1980). AdemAs, se ha vists que la
transformacién de las células neopldsicas estd siempre acompanada
de. la disminuciédn en la actividad de la catajaca (Bartkowiak v
Bartkowiack,1981; y Salansky y cols,1981).
Hasta el momento se han propuesto una gran variedad de
- mecanismos por medio de los cuales la vitamina-C resulta ser
antimutagénico, anticlastogénico, anticarcinogénico y anti-
ICH, de acuerdo al tipo de agentes, células y sistenmas en los
que se experimenta, (Cameron y cols,1979: Speit y cols,1980:
Shamberger,1984; Weitberg y Weltzman,1985; Marshall y Rauth,1886:
Bartschh y cols,1988; De Flora y Ramel,l988:; Yy Simic,1988 ) vy
pueden ser entonces, clasifjicados en varias categorias o subcate-

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

carcinogénesis o mutagénesis, o an los patrones de wodulacién de

los dispositivos de defensa del sujeto (De Flora,l1988). Sin
anbargo, para el caso de la MMC, que fuf ol mutdgeno utilizado en
‘ééte trabajo, se sabe que interactda ﬁon los cromosonmas por un
atuqﬁa electrofilico en los sitios nucleofilicos del ADN . Es
posible entonces, que el L-ascorbato, que es la forma que predo-
mina en el pH fisiolégico, ¥y que segdn Edgar (1974} posee cierto

cardcter nucleofflico, actde quizds como protector de dicho ata-~

que interceptando este agente mutagénico (Liehr vy cols,1983).
Asimismo, recientemente se estudid el efecto del dcido

ascéorbico durante los procesos gestacionales, en donde resultd no
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6. CORCLUSIONES

Las tres.dosis utilizadas de vitamina~Cc (3 Q/Kq, S g/Rg ¥y
7 g/Kg) que fueron administradas por via intraperitoneal
dismipuyeron de un 37.73% hasts un 54.04% la frecuencia de
los ICH, en nédula dsea de ratén, induciltos previamente con

el mutdgeno MHC an una dosfs de 2 myg/Xg.

La vitamina-C por si miswmo, no indujo un aumento significa-
tivoe en la frecuencia de ICH on médula osea de ratén in
vive, en ninguna de las tres dosis administradas.

La vitamina-C por sf misma indujo un retraso estadlistica-
mente significativo sobre la proliferacién celular, y aén
wmds al estar en combinacidn con la MMC, sin embargo, dichy
conportamiento quizas sea un refiejo de la accién genopra-
tectora, nAs que genotdédxica.

Exista un efecto sinergistico entre la Vitamina-C y la ¥MC

sobre la proliferacién celular, in vive.

La vitanina~-C y 1la mitomicina-C no poseen efectos

‘sirérgicos significstivog, en las dosis utilizadas, - sobre .

la frecuencia de ICH en médula &sea de ratén in vivo.
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