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l.IRIESQ.JIMIEIN 

Se determinó el efecto de la clorof ilina sobre la 

radioinducción de Intercambios entre Cromátidas Hermanas (!CH) 

y de de otros eventos citogenéticos como el retraso en el 

Indice Mitótico (IM) y variación en el Tiempo Generacional 

Promedio (TGP), en células de la médula ósea de ratón in vivo. 

Se observó que la clorofilina protege a las células de la 

inducción de ICH causados por la radiación en forma 

dosis-dependiente, que aún a una dosis de lOµg/g protege a las 

células de la disminución del IM causado por la radiación y 

que la dosis de radiación empleada tuvo efecto 

significativo sobre TGP. Al ser diferentes las dosis mínimas 

de clorofilina que protege lOO't la inducción de ICH y ln 

reducción del IM, indica que no existe relació~ entre el daño 

inductor de ICH y el retardo mltótico. Por otra parte se 

encontró que la clorofilina per se acelera el TGP, pero no 

tiene efecto sobre la inducción de ICH, sobre el IM, ni 

tampoco mostró tener efecto tóxico notable en los orqanismos. 

Debido a que la inducción de ICH y la disminución del IM 

causados por radiación son provocados muy probablemente via 

radicales libres, tal vez el mecanismo radioprotector de la 

clorofilina es mediante la captura de radicales libres. 



O O B INll'IROIDllCC IJ OIN 

l. DA90 BIOLOGICO INDUCIDO POR RADIACION 

La vida se ha desarrollado en el mundo bajo fuentes 
escenciales de energ1a para los procesos biol6gicos, en forma 

de energ1a radiante o radiación. Existen fuentes naturales de 

radiación externas como los rayos cósmicos y las sustancias 
radioactivas del suelo, e internas resultantes de la 

inhalación o ingestión de sustancias radioactivas que se 
encuentran en forma natural en el aire y en la dieta. También 

existen fuentes de radiación artificiales producidas por el 
hombre para incrementar el desarrollo de la ciencia y la 
tecnologla como los rayos X, aceleradores de partlculas, 

radioisótopos y reactores nucleares. En cantidades 
extraordinarias las radiaciones producen efectos deletéreos en 

todas las formas de vida, desde los más simples, hasta los más 

complejos organismos; los efectos provocados pueden micro 
6 macroscópicos, letales o no letales, e inmediatos o a largo 

plazo (Casarett,1968 y UNCEAR,1982). 

La Radiobiolog1a se encdrga de estudiar la interacción de 

la radiación ionizante con los sistemas de vida, siendo una 

pat"te importante la investigación de instrumentos y métodos 
encaminados a la radioprotección {Casarett,1968). 

1.1} Antecedentes 

La era de las Radiaciones fué iniciada en 1885 con Wilhem 

Conrad ROentgen al descubrir los rayos X. Un año después Henri 
Becquerel, observa por primera vez la radiación emitida por el 

Uranio, y en 1898 Marie curie descubre los elementos 
radioactivos Polonio y Radio (Casarett,1968 y Selman,1983). 



En 1896 aparecen los primeros trabajos que hablan de un 

posible daño de la radiacitin sobre las células. En 1899 el Dr. 

J. T. stenbeck y T. A. Sjogren, aplican la radiación para 

remover tumores y controlar el crecimiento celular acelerado. 

En 1904 Bergonié y Tribondeau, exponen conejos a 

radiación observando efectos en las células reproductivas del 

test1culo. En 1905 H. Heinneke, reportó cambios patológicos 

observados en ratones, cerdos de Guinéa, conejos y perros 

producidos por radillción. Veinte años más tarde H. J .Muller, 

al trabajar con Drosophyla y L.J.Standler con ma1z, confirman 

que la radiación provoca efectos de tipo genético, a través de 

mutaciones génicas. En 1956 Puck y asociados reportan el 

primer cultivo exitoso de células de mam1fero bajo condiciones 

controladas de laboratorio, lo cual abre un nuevo campo de 

estudio importante para la radiobiolog1a (Casarett,1968). 

1.2) Mecanismos de J\cción de la Radiación Sobre la Mil.tcria Viva 

La severidad de los efectos biológicos generados por 

radiación ionizante dependen de factores flsicos, químicos y 

biológicos. Los daños causados dependen a su vez del tipo de 

radiación (rayos 7, rayos X, rayos cósmicos, partículas a, 

partículas a, neutrones y protones), del tiempo de exposición, 

de la dósis absorbida (aguda o grave), de la transferencia 

lineal de energ1a (LET), y la efectividad biológica relativa 

(Fig.l). Los efectos de las radiaciones se manifiestan en 

diferentes niveles de organización, el daño causado a nivel 

molecular en las células se da a través de dos mecanismos de 

acción directa o indirecta {Fig. 2), 

Selman, 1983). 

(Pizzarello, 1982 y 



FIGURA 1 MECANISMOS DE ACCION DE LOS DIFERENTES 
TIPOS DE RADIACION 

Baja LET 

Alta LET 
(neutrones y protones) 

Las partículas de baja LET liberan iones y exitan átomos 
en células apartadas. Las partfculas de alta LET actuán 

sobre multiples agrupamientos. 



FIG.2 MODOS DE ACCION DE LA RADIACION. 
(SELMAN, 1983) 

IONIZACION Y EXCITACION PROCESOS RADIOQUIMICOS 

.... 

ACCION DIRECTA ACCION INDIRECTA 

• 



i) Acción Directa (Teoria del ºBlanco") 

Esta teorla se refiere a la alta radiosensibil.idad en 

blancos especlficos de las células. El daño causado por la 

radiación es directamente sobre el ácido desoxirribonucléico 

(ADN), rompiendo enlaces en la molécula, que provocan 

rearreglos en la 

cromos6micas). Este 

estructura (mutaciones y rupturas 

efecto es causado principalmente por 

partículas cargadas positiva y negativamente como neutrones, 

prot6nes y part1culas alfa (Selman,1983). 

ii) Acción Indirecta 

Este mecanismo se refiere a la producción de radicales 

libres (Atamos o moléculas que tienen un electrón no 

apareado), a través de cambios que ocurren en el agua 

intracelular (Radiolisis del agua} y productos del rompimiento 

de puentes qu1micos, durante el paso de la radiación 

ionizante. Los radica les libres pueden reaccionar de alguna 

forma con otras moléculas ya que son extremadamente reactivos, 

alterando la secuencia normal de las reacciones intracelulares 

y ocasionando daño. Los electrones en solución pueden 

transferir energia a la molécula de ADU. 

Los radicales libres más importantes son; Hº, OHº y los 

electrones acuosos {é aq}, (Fig.J}. Los radicales libres 

también pueden reaccionar de alguna forma entre ellos o con 

otras moléculas como se muestra en la fig.4 {Selman,1983 y 

Pizzarello,1982). 



H
2
0+ 

HzO . mo1Ac10N > + 

e + H20 ~> H20"". -----')_ OH" + Ho 
,_lRL) 

R L 1 r adh:al l lbre 

FIGURA N0.3 •. SECUENCIA DE LA PRODUCCION DE RADICALES , LIBRES 
DEL AGUA. A TRAVES DE LA RADIACION IONIZANTE. 

1.REACCJ ONES EHT11t RAD 1 CA LES L 1 ORES 

Ho + Ho --->H2 , .. 
Ho + HOo --->H20 . 
HOo + HOo --->H202 

2.REACCIONES DlTRE RADICALES L l BRES (F ) Y OXIGENO: 

Fo + 02 ---->FO~ 
FO~+ Ho ---> F202 

3.REACCJONES omu: RADICALES LIBR.ES IFl y KOLECUU.5 

ORGANI CAS . 
R-H • OH o --->Ro + H20 
R-H + Ho --->Ro + H2 
R-H • HO~ --->Ro + H202 

4.REACCI ONES EHTRE RADICALES o A G.uncos LIBRES y OXICDIO 

Ro + 02 --->R02 
• 1 n pr eiicncla de oxi')eno 

Ro + Ho ---) R-H lmo léc:ula nor-1) 

FIGURA N0.4. SECUENCIAS DE ALGUNAS DE LAS REACCIONES DE LOS 
RADICALES LIBRES, ENTRE ELLOS Y CON OTRAS MOLECULAS. 



1,3 Efectos Tardios de la Radiación 

Dependiendo de como se manifiestan existen dos ~ateg?r1as 

de los efectos causados por la radiación: 

6.1 ~ ~á~: se presentan en grupos e~puestos a 

dosis bajas de radiación ionizante. En esta cate9or1a no se 

puede predecir con certeza cual de los individuos presentará 

efectos, cuya frecuencia sólo puede ser detectada por métodos 

estadísticos, por ejemplo leucemia y cancer en mamas. 

Ill ~ !1Q estocflsticos: se presentan en individuos 

expuestos a dosis altas de radiación ionizante. Los efectos 

somáticos se manifiestan con seguridad y son la carcinogénesis 

y el acortamiento de vida (Selman,1983). 

1.4 Respuesta de Tejidos y Organos a la Radiación 

La exposición a la radiación ionizante es limitada por la 

tolerancia de los tejidos (capacidad del tejido normal a 

recuperarse de un efecto dañino). De acuerdo a su particular 

sistema de renovación (reemplazamiento de las células maduras 

por primordiales), las poblaciones celulares se clasifican en: 

Al Q.Q ~ón x:á~ Q ~: la sobrevivencia de el 

individuo depende de reemplazamientos rápidos de las ültimas 

células maduras, por proliferación a partir de las células 

primordiales y su eventual diferenciación. Ejemplo; la médula 

ósea, los gametos masculinos, el epitelio intestinal, la 

vejiga y la piel. 

ID. Q.g renovación lenta Y. horizontal: en este sistema las 

poblaciones de células primordiales no son disponibles. cuando 

la pérdida de células maduras excede a un punto critico las 



células maduras vuelven a dividirse, repoblándose las 

subpoblaciones. Ejemplo; ·h1gado, glAndula tiroides, vasos 
sangu1neos, glándula salival, riñ6n, pulmones y cartilago en 

crecimiento. 

~ Poblaciones irrenovable~: estas lineas celulares han 

perdido la habilidad para mantenerse ellas mismas ya que no 
tienen células primordiales en las subpoblaciones y las 

células maduras no pueden entrar en mitósis. Ejemplo; células 

nerviosas, células musculares del corazón, esqueleto y órganos 
de los sentidos (Casarett, 1968; Pizzarello, 1982 y Salman, 

1983). 

La prontitud con que se expresa la severidad del daño por 

la radiación depende del intervalo de tiempo entre la muerte 
de las células maduras y la llegada del reemplazamiento 

celular de las subpoblaciones. Las células primordiales en las 
poblaciones de renovación vertical, son las primeras afectadas 

ya que las células maduras tienen un intervalo de vida corta. 

En las poblaciones de renovación horizontal, los daños 

causados por la radiación no se manifiestan intensamente, ya 

que esta particularidad le confiere ~ las célulaa menor 
sensibilidad; además de no tener un banco viable de células 

precursoras radiosensiblcs y que las células maduras tienen un 

intervalo largo de vida, (Selman,1983). 
Los efectos radiobiológicos en el individuo seguidos de 

una exposición con dosis casi-letal y letal de radiación 

ionizante se les llama síndromes de radiación aguda. Los tres 

efectos principales por los que atraviesa un organismo después 

de una larga exposición de radiación son: 

al ~ópis Q muerte celular; los órganos más radiosensitivos 

sufren una destrucción como los nudos linfáticos, órganos 

hematopoyéticos, gónadas, epitelio gastrointestinal y piel. 



fil Hemorragia: se presenta un sangrado principalmente en la 

piel, órganos internos, tracto gastrointestinal y respiratorio 

por la supresión de la formación de plaquetas. 

~ ~6n: sobreviene a causa del agotamiento de las 

defensas del cuerpo (supresión del mecanismo inmune), causando 

debilidad general. 

El Sindrome Hematopoyético provocado por la radiación, se 

presenta principalmente en médula ósea, la incidencia de 

mortalidad es alta. La muerte es provocada ya que una 

proporción alta de células primordiales es efectivamente 

destruida. Se ha estimado que solo 150 Rads en ratones son 

necesarios o suficientes pard disminuir el número de células 

primordiale9 y que la LD~es de 600 Rads, en la cual sólo de 2 

a 3 células primordiales retienen su capacidad proliferativa. 

Las células de grasa, los macrófagos, las células 

reticulares y tejido conectivo de médula ósea son 

relativamente resistentes a la irradiación. Muchas de las 

células que son precursoras de la red sangu1nea, granulocitos, 

plaquetas son radiosensibles, siendo los eritroblastos los más 

sensibles. Los mielocitos y mcgacariocitos son poco 

radiosensibles. La edad juega un papel importante en la 

producción de este sindrome (ya que conforme aumenta la edad 

decrece la producción de células en la médula 6sea), 

(Casarett,1968; Pizzarello;l982 y Selman,1983). 

1.5 Respuesta Celular a la Radiación 

Al actuar la radiación ionizante sobre los sistemas 

biol6gicos, los cambios quimicos iniciales son raramente 

detectados directamente, ya que 

inmediatameni:e. Los que no pueden 

dentro de· importantes estructuras 

son reparados casi 

ser reparados y ocurren 

rompiendo y destruyendo 



componentes moleculares, provocan alteraciones en las 

estructuras y mecanismos celulares, lo que conduce hasta la 

muerte. La transición entre los cambios qu1micos en un sistema 

y la manifestación biológica es compleja y aun no se a 

determinado. Estos cambios inducidos por la radiación se 

pueden dar a nivel citoplásmico o manifestarse en el nO.cleo 

por daño al ADN {Casarett;l968 y Selman;l983)a 

i) Citoplasma celular 

Los primeros cambios citoplamáticos apreciables son; 

vacuolizaci6n, aparición de protuberancias, reducción en el 

no.mero de polisomas, desintegración de mitocondrias {a grandes 

dosis), daño en la transferencia de secreciones en la 

superficie del retículo endoplásmico y el aparato de Golgi, 

cambios en la permeabilidad de la membrana celular {a bajas 

dosis, hay cambios de sustancias del interior de la célula al 

medio y altas dosis se provoca lisis célular) (Salman; 198J y 

Pizzarello;l9B2). 

ii) Núcleo Celular y Efectos Genéticos 

El núcleo celular es el que contiene la informaci6n 

genética que se transfiere de generación en generación a 

través del ADN, cualquier daño causado puede ocasionar 

importantes consecuencias {Fig. 5). A nivel molecular los 

daf\os causados al ADN por la radiación son; rompimiento de 

puentes de hidrogeno y de cadenas, producción de enlaces 

cruzados, alteraciones en el esqueleto azO.cc,r-fosfato y daf"lo 

en las bases nitrogenadas, lo que trae como consecuencia 

alteraciones en el ADN para servir como templado en la 

replicación y la transcripción (Kedar;l9B4). 
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FIG.5 DAÑO OCASIONADO POR AGENTES MUTAGENOS 
(AL T AMIRANO-LOZANO, 1989) 
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CELULAR 

MALFORMACIONES 
CONGENITAS 

1----~ REPARACION 
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ESTERILIDAD 
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ALTERACIONES GENICAS 

HEREDABLES 

ENFERMEDADES 
GENETICAS 



El dafio ocasionado por la radiación se pllede transformar 

en: 

Al ~ón; definida como un cambio imprevisto heredable en 

un cromosoma o 

inmediatamente, 

generaciones en 

presentar: 

gen, 

pero 

formil 

no siempre las mutaciones 

pueden aparecer en las 

severa. Las mutaciones 

aparecen 

siguientes 

se pueden 

a) A nivel de genes, ocasionadas por cambios en la secuencia 

de nucle6tidos ya sea por eliminación, adición o sustitución. 

La radiación puede inducir mutaciones recesivas, las cuales 

manifiestan en generaciones futuras sólo si los individuos se 

aparean con otros que presenten la misma mutación o si ésta se 

localiza en el cromosoma X de un hijo de la madre irradiada. 

Las mutaciones pueden ser letales si se manifiestan durante el 

desarrollo embrionario. 

b) A nivel de cromosomas (llamadas aberraciones), 

caracterizad<J.s por un cambio en el número o estructura flsica 
de los cromosomas, la forma en que aparecen depende del 

momento en el cual se irradie. Las aberraciones incluyen 

rompimientos que provocan pérdidas o rearreglos de fragmentos 

cromosómicos (desde simples núcleotidos hasta fragmentos de 

cromosomas muy largos). 

No se puede diferenciar en todos los casos entre una 

mutación génica y una cromosómica. 

fil Alteraciones fil! .l& ~6n ~: manifestadas como 

retraso o inhibición de mitósis, mitósis anormales, formación 

de células poliploides y lisis puntuales (Pizzarello;1982 y 

Selman; 1983) . 

2. INDICADORES DE DAÑO GENETICO POR RADIACION 

El daño genético causado por la radiación se puede medir 

por diferentes parámetros como: inducción de Intercambios 
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entre CromAtidas Hermanas (ICH) (Abramovsky et al.,1970; 
Fornace et al. , 1980; Renault et al., 1982; Morales-Ram!rez et 

al. ,1983 y Morales-Ramfrez et al. ,1984b), disminución del 

Indice Mitótico (IH) (Morales-Ram1rez et al., 1983), 
supervivencia y muerte celular (relacionado con la disminución 

del IM), aumento en el Tiempo Generacional Promedio (TGP) 

(Morales-Ramirez et al., 1983), reducción de síntesis de AON, 
rompimientos de cadenas (sencillas y dobles) (Fornace et 

al.,1980 y Nagasawa y Little,1981), frecuencia de aberraciones 

cromosómicas estructurales y numéricas (Fornace et al., 1980, 

Nagasawa y Little,1981 y Renault et al. ,1982) y frecuencia de 

micronúcleos (Ashby y Brita,1985). 

2.1 Intercambios entre Cromátidas Hermanas (ICH) 

Los ICll son trasposiciones simétricas equivalentes entre 

las cromátidas de un mismo cromosoma y representan un 
intercambio de doble banda entre las moléculas de ADN 

(Morales, 1984) . 

i) Antecedentes 

McClintock (1938), observó por primera vez en cromosomas 

en forma de anillo del malz, la formación de cromosomas 

dicéntricos, que significabun el doble del tamaño inicial, 

esto en la actualidad se sabe que correspondía a un ICH. 
Posteriormente en 1957 se obtiene la primera evidencia directa 

de los ICH en células de Bellevaria romana. utilizando métodos 

autorradiográficos, que consistieron en la incorporación de la 

timidina tritiada (H
3
), en la primera de dos divisiones, 

obteniendo al final una cromátida marcada y la otra no 

(Fig.6), siendo esto evidencia de la duplicación 

semiconservativa y la presencia de una sola banda de ADN _por 

13 
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cromátida. En estos cromosomas se observó la presencia 
frecuente de intercambios de fraqroentos de una cromátida a la 

otra del mismo cromosoma, a lo cual se le llam6 ICH 

(Taylor,1958). 

El método autoradiográfico tenia poca resolución por lo 
cual se desarrolla otro método basado en la incorporación de 

un análogo de base de la timidina, la 5-bromo-2'-desoxiuridina 

(Br~U), durante al menos el primero de dos ciclos replicativos 
del ADN y el uso de tinción fluorescente con bibenzimida 33256 

Hoechst. La tinción diferencial de las cromátidas hermanas por 

fluorescencia se basa en que la BrdU reduce la flourescencia 

del colorante, 
fluorescencia, 
sustituida por 

por lo que al analizalas en el microscópio de 
una cromátida se encuentra bifilarmente 
la BrdU ia cual se observa opaca y la otra 

unifilarmente sustituida se observa brillante. Aunque este 

método presentaba mayor resolución que el autorradiográfico, 

ya que los intercambios se detectaban más facilmente, tenia la 

desventaja de que la fluorescencia se perdía fácilmente con el 
tiempo (Latt,1973). Asi surge el método llamado Fluorescencia 
Plus Gicmsa (FPG), el cual se desarrolló haciendo algunas 

modificaciones, que consistieron en dejar a las células 
durante dos ciclos de rcplicnción en presencia de BrdU, 

exponerlas a luz para producir una reacción de fot6lisis del 

ADN bifilarmente sustituido y teñirlas con Giemsa. Con este 

metódo se obtiene una tinción pálida en la cromátida 

bif ilarmente 

sustituida se 

sustituida 

tiñe 
y 

más 

la cromátida unifilarmente 

oscura (Fig. 7). Con estas 
modificaciones las preparacines ademas de mayor resolución son 

permanentes {Perry y Wolff,1974). 
Recientemente han sido desarrollados una serie de modelos 

in vivo basados en la incorporación de la BrdU; a través de 

inyecciones intraperitoneales múltiples {Allen y Latt, 1976), 
por infusiones subcutáneas {Pera y Mattlas, 1976) o 

intravenosas (Schneider et al., 1976), por la implantación de 

tabletas con BrdU pura (Allen et al.,1977), cubierta de 
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parafina (McFee et aJ.,1983) o con agar (King et al.,1982) y 

por una inyección intraperitoneal de la BrdU adsorbida a 
carbón activado (Morales-Ram1rez et al.,1984a y b), este 

Oltimo se empleó en este trabajo. 

ii) Significado Biol6gico 

Actualmente existe gran cantidad de información 

investigación acerca de los ICH, por ser un buen indicador de 
dai\o genético, aunque el signiflcado biológico no ha sido 
claramente determinado. La inducción de ICH requiere del paso 
de las células por slntesis ( 11 5 11 ) (Wolff et al., 1974a), ya que 

los ICH se producen durante o inmediatamente después de que se 
ha dado la bifurcación en la slntesis de ADN (Kato,1980a), se 

ha encontrado que la frecuencia de ICH es mayor en 11 5 11 y 

decrece cuando la célula pasa a "G2" (Schvartzman y 

Gutierrez,1980). 

Los mecanismos de formación de ICH aun no han sido 
determinados, se cree que pueden ser inducidos por diversas 

causas como son¡ el daño directo al AON (Perry y Evans,1975; 
Abe y Sasaki,1977¡ Nakanishi y Schneider,1979}, por inhibición 

del proceso de sintesis del ADU (Ishii y ecnder, 1980 ¡ Rainaldi 

y Hariani,1982), por inhibición de las enzimas invotucradas en 

dicho proceso (Ishii y eender,1980), por inhibición de enzimas 
involucradas en la reparación (Oikawa et al., 1980; Margan y 

Clcaver, 1982) o por un agente promotor de cáncer no 
involucrado en la producción de lesiones sobre el ADN 

(Kinsella y Radman,1978 y Schwarts et al. ,19B2). 

El proceso de inducción parece producirse de manera 

espontánea en células que no han sido tratadas o cuando menos 
no de forma intencional por algún agente inductor de ICH 

(McClintock,1938), esto ha sido demostrado in vitro 

(Kato,1974) e in vivo (Tice et al .• 1976), al observar que por 

debajo de determinadas dosis, la frecuencia permanece 
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constante, lo cual significa que estos valores son los 

espontáneos. Por otra parte a dosis más altas estos valores se 

incrementan en forma dependiente de la concentración de la 

dosis de BrdU administrada. Esto se debe a que la BrdU que no 

se incorpora al ADH, induce ICH alterando probablemente las 

pozas metabólicas de los núcleotidos (oavidson et al.,1980). 

Se ha determinado mediante la técnica de tinción 

diferencial de cromátidas en tres tonos, que la frecuencia 

basal de ICH se incrementa en las tres divisiones sucesivas en 
la célula, lo que implica que la inyección de BrdU si influye 

de manera importante en el valor basal de ICH, ya que ésta 

tinción implica la incorporación de cantidades crecientes de 

BrdU (Morales-Ramirez et al., 1987). 

El valor basal de los ICll varia dependiendo de: a) el 

tipo celular, b) la forma de administración de la BrdU, c) las 

condiciones del medio (temperatura, oxigeno etc.) y d) la 

realización del experimento in vitro o in vivo (Kato y 

Sandberg,1977; Margan y crossen,1981; Kato,1980b y Verly et 

al.,1973). 

Morales-Ramirez (1980), detectan los siguientes valores 

basales de ICH en ratones de la cepa Balb-c in vivo, 

utilizando una inyección intraperitoneal de BrdU adsorb'ida al 

carbón activado: 

-Espermatogonia 1.7 !CH/célula 

-Médula ósea 3.5 !CH/célula 

-Glándula salival 5.6 !CH/célula 

Por otra parte se estimó que la frecuencia espontánea (la 

que es independiente de la manipulación experimental), de ICH 

en la médula ósea de los ratones in vivo es de 0.15 

ICH/cel./ciclo celular. En este trabajo realizado con la 

tinción diferencial en tres tonos, la frecuencia de células 

sin ICJ-1 en la primera división es entre 65% y 75% después de 

tratar a los ratones con 0.25mg de BrdU por gramo de peso 

(Morales-Ramirez et al. ,1987). 
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Los !CH basales en algunas enfermedades hereditarias Y 
caracterizadas por la inestabilidad de los cromosomas, como el 

sindrome de Bloom es de 89 ICH/cel., lo cual llama mucho la 

atención, ya que es posible que en este s1ndrome se estarla 
llegando a la saturación o al limite de cuantificación de los 

ICH's. En otras enfermedadeo como la anemia de Fanconi y 

s1ndrome de Louis-Bar, la frecuencia basal de ICH es igual a 
la de las células normales (Latt, 1979 y Changati et al., 1914). 

iii) Mecanismos de Inducción de ICH 

Existen varios modelos propuestos para explicar la 
indución.de ICH; como el basado en la recombinación bacteriana 

propuesto por Holliday en 1964, que expllca los intercambios 
con una alternativa de recombinación de doble banda 
(Morales-Ramirez, et al., 1990). otro modelo es el propuesto 

por Painter en 1980, que explica la inducción de intercambios 
a través de daños que retardan la duplicación, que producen 

sintesis a diferentes tiempos y rompimientos a nivel de 
11 cluster 11 , para finalmente 

entre bandas parentales 
obtener asociaciones aleatorias 

hijas, que corresponde un 
intercambio entre doble banda. Finalmente Ishii y Bender en 

1980, proponen que la inducción de ICH consiste la 

desviación replicativa, donde los intercümUios espont~ncos son 
el resultado de una ruptura ocasional de las bandas parentales 

durante la sintesis y su reasociación con las bandas hijas de 
igual polaridad, por lo tanto los ICH causados son debidos a 

que el daño causado a una de las bandas, provoca su rutura a 

nivel de la bifurcación durante la sintesis, lo cual trae como 

consecuencia un car.ibio de via durante la duplicación que 

permite llenar el espacio opuesto al daño (citado por 
Morales,1984 tesis doctoral). 

Por medio del bandeo cromosómico se ha podido determinar 

que la inducción de ICH no es homogénea a lo largo del 

19 



cromosoma y que existen zonas preferenciales, siendo las 

uniones entre bandas positivas y negativas, las que presentan 

una mayor frecuencia de ICH (Latt, 1974a). Por otra parte, la 

frecuencia de ICH en la heterocromatina constitutiva del 

cuello del cromosoma X, es menor que en la eucromatina, tanto 

para los ICH espontáneos como los inducidos (Carrano y 

Wolff,1975; Bostock y Christie,1976; Carrano y Johnston,1977 y 

Crossen, 1983). 

Se a encontrado que no existe una correlación entre la 

localización de ICH y los agrupamientos A-T, en los cuales se 

supone que existe una mayor incorporación de BrdU, por lo 

tanto la distribución de estos es más azarosa que selectiva 

(Thust y Ronne,1982). 

iv) Los ICH como Indicadores de Dafto 

La inducción de ICH por agentes mutágenos-carcin6genos, 

ha sido ampliamente demostrada tanto en sistemas in vivo 

(Stetka y Wolff, 1976a; Schreck et al,, 1979; Scheider et 

al. ,1976 y Moralcs-Rarnirez et al. ,1980), como in vitro (Perry 

y Evans,1975; Stetka y Wolff,1976b¡ Popcscu et al.,1977 y Abe 

y Sasaki,1977), por agentes qu1micos de acción directa (Perry 

y Evans,1975¡ Nakanishi y Schneider,1979 y Morales-Ramirez et 

al., 1984b) como indirecta (Stetka y Wolff, 1976a y b; Schreck 

et al,, 1979 y Morales-Ramirez, 1980), y por agentes fisicos 

como el calor (l<ato, 1980b), luz Ultravioleta (Wolff et 

al. ,1974a¡ Mac Rae et al. ,1979}, ultrasonido (Liebeskind et 

al.,1979) y Radiación ionizante {Abramousky et al. ,1978; 

Morales-Ramiez et al. ,19BJ). 

El grupo de ICH del programa GENE-TOX de los Estados 

Unidos de Arnerica (Latt et al., 1981), consideran el análisis 

de ICH corno un método alternativo para detectar mutágenos 

químicos y fisicos, ademas de presentar las sigui~ntes 

ventajas: 
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A) Es excelente para detectar agentes que producen 

aductos en el ADN. 
B) Es mucho más sensible para detectar mutágenos qu1micos 

que el método basado en el análisis de aberraciones 

cromosómicas. 
C) Hay ensayos tanto in vivo como in vítro para detectar 

tanto mutágenos directos o indirectos, es decir que 

requieran o no activación metabólica. 
O) Es un método relativamente rápido. 
E) Los sistemas in vivo permiten el análisis en tejidos 

diversos incluyendo células germinales. 
F) Existen sistemas en organismos diversos incluyendo 

plantas y animales no mamiferos, los cuales pueden ser 

usados como monitores ambientales de agentes 
genotóxicos. 

G) Este ensayo puede ser usado en poblaciones humanas. 

H) Existen pocos falsos positivos. 

Y como principales desventajas consideran unicamente: 

A) Poco sensible para mutágenos que inducen rupturas 
dobles. 

~)_ El desconocimiento de su significado biológico. 
C) El desconocimiento de la correlac16il -de.-ICH'-Con -er· 

nQmero de lesiones. 

O) El efecto sinérgico o aditivo que puede tener la 

BrdUrd respecto al mutágeno. 

El mismo grupo propone que el análisis de ICH, tiene tal 
reproducibilidad que basta el análisis de 25 células por dosis 

en los sistemas in vitro y para los sistemas in vivo se 

recomiendan tres dosis diferentes, con un minimo de 3 animales 
por dosis y un análisis de 25 células por animal. 
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v) Inducción de ICH por Agentes Químicos y F1sicos 

se ha demostrado que algunos agentes qu1micos alquilantes 

producen enlaces cruzados en el ADN, que inducen ICH, tal como 

la mitomicina e y la mostaza nitrogenada. Existen también los 
agentes monofuncionales que producen aductos, como la mostaza 

de quinacrina, la adriamicina, el fluorocromo 33258 Hoechst, 

el metilmetanosulfonato, el etilrnetanosulfonato, y el 

4-nitroquinoline 1-oxidc. También existen agentes como la 
ciclofosfamida {agente antineoplásico), que requiere 

activación metabólica para convertirse en un agente alquilante 
bifuncional activo y causar inducción de ICH (Latt, 1974b; 

Perry y Evans,1975), 
La producción de monoaductos tambien puede inducir ICH y 

son producidos por agentes como la porfiromicina y la 

decarbamoil-mitomicina-C (derivado monofuncional de la 

mitomicina C) (Carrano et al., 1979). 
Los inhibidores de la síntesis de ADN como la 

hidroxiurea, 

aphidilcolina 

la 1-Darabinofuronasil 

incrementan los ICH 

citosina y la 

te.nto basales como 

inducidos. Los agentes que bloquean la sintesis de la 

poly-(adenosina difosfato ribosa) polimerasa (enzima que 
sintetiza en t"cspuesta a extremos de banda sencilla o doble 

causadas por duplicación, daño o reparación), producen 

incremento en la frecuencia de ICH basal (Oikawa et al. ,1980; 

Natarajan et al.,1981) o inducidos (Margan y Cleaver,1982). 
Se ha encontrado que agentes fisicos como la temperatura, 

luz ultravioleta y el ultrasonido, son capaces de inducir ICH, 

durante la fase de sintesis, lo cual se asocia con un retraso 

en el curso de la replicación del ADH (Ka to, 19BOa; Wolff et 

al., l974a; Mac Rae et al., 1979 y Liebeskind et al., 1979). 
Existe controversia acerca de cuál es el daño responsable 

de inducir los ICH. Ishii ( 1981) 1 propone que los enlaces 

ADN-proteina son los más probables en la inducción de !CH. 

Kano y Fuji~ara (1981), en un trabajo similar proponen que los 
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enlaces cr'~zados son la lesión más -efip"i'é~te e_n_ la.~ producción 

de lC~. Firtalmente cassel y ~tt· J1980) ·,· ·'.=sug1t?re'n que-. tanto 

los monoaductos como los enlaces cr~_za~·os -son 106 -r-esporisables 

de la_ producci6.n de ICH ~ 

vi) Inducción de ICH por radiación 

Existen varios trabajos donde se reporta que los ICH son 

una prueba sensible para la detección de daño causado por 

radiación a dosis bajas como o. 15 o o. 2 5 Gy (Abramovsky ec 

al.,1978; Fornace et al.,1980; Renault y Chorounlinkov 1 1982; 

Morales-Ramirez et al .• 1983). Por otra parte existen otros 

trabajos donde se reporta que la radiación no induce ICH 

(Stenstrand,1985; Littlefield, ec al.,1979; Nakanishi y 

Schneider,1979). Otros autores consideran que la radiación si 

induce ICH's, pero que no son el parámetro adecuado para la 

medición del daño causado, ya que la inducción es minima 

comparada con otras lesiones provocadas como lo son las 

aberraciones cromosómicas (Perry y Evans,1975). 

Se ha demostrado que la radiación gamma puede inducir !CH 

tanto en células con su ADN sus ti tu ido y no sustituido con 

BrdU y que la presencia de la BrdU sensibiliza al ADN respecto 

a la inducción de ICH, por radiación gamma (Morales-Ramirez et 

al., 1983 y 1984a y b). La lesión inducida por rayos gamma que 

produce !CH antes de la incorporación de BrdU es estable y no 

fácilmente reparada persistiendo por lo menea por a ciclos 

celulares despuós de la irradiación (Morales-Ramirez, 1984). 

Incluso se ha obten ido evidencia de que las lesiones 

radioinducidas que dan lugar a los ICH son muy persistentes y 

llegan a causar !CH en el mismo sitio en divisiones sucesivas 

{Morales-Ramirez, et al.,1988). 

Por otra parte se ha observado que la presencia de 

oxigeno incrementa más la inducción de aberraciones que de 

ICH, por radiación gamma. Partiendo de que el oxigeno daña más 
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a las bases del AON, entonces los ICH son producidos por daños 

en las bases más que por· rompimientos de cadenas sencillas. 

mientras que ambos tipos de daño producen aberraciones directa 

o indirectamente (Andersson, et al., 1981). 

2.2) Indice Hit6tico (IH) 

El IM, indica la proporción de células que se encuentran 

en división cosiderando únicamente las células en metafase y 

se calcula mediante la siguiente formula: 

No. DE ctt.ULAS EN METAfASE 
IM ---------------------------- X 100 

1000 

La división celular puede ser alterada por diferentes 

agentes quimicos o fisicos y esto se manifiesta como 

inhibici6n, retraso o aceleración en la división celular, 

mit6sis anormales, producción de células poliploides y lisis 

puntuales. 

El retraso o inhibición de la mit6sis, se presenta por un 

retraso al principio de la divisi6n (el cual se da en la 

interfase de síntesis), sin ernburgo las células en el estado 

posterior pueden continuar el ciclo mit6tico. La causa real 

del retraso mit6tico no ha sido encontrada, ya que hasta la 

siguiente división celular es cuando se pone en evidencia el 

daño. La inhibición mitótica puede ser completa y permanente, 

perdiendo la cap~cidad de reproducirse (muerte mitótica) . 

La producción de mitosis anormales por radiación se 

presenta por: a) anafases retrasadas; en la cual un cromosoma 

de un par homólogo retrasa su migración durante la anafase, 

como resultado una célula recibe ambos cromosomas normales y 

la otra célula hija finaliza con un cromos6ma anormal o sin 

cromosoma y b) por la no disyunción; la cual produce algún 
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efecto debido a la averia del par de cromosomas al no 
separarse durante la metafase. 

La producción de células poliploides por radiación, se 
debe a que las células continúan la síntesis de ADN, pero no 

bajo la presencia de mitosis. Estas células poliploides no 

contribuyen al crecimiento de la población célular. 

La producción de lisis puntuales por radiación, se debe a 

que muchas células radiosensibles mueren durante. la mitosis 
inmediata a la exposición de dosis cl1njca de irradiación. Los 
linfocitos maduros mueren horas después de la exposición de 

pequenas dosis de radiación, esta muerte por lo tanto debe de 
ocurrir en la interfase, a lo cual se le llama muerte en la 

interfase o lisis puntual (Selrnan,1983). 

En las poblaciones de células sincronizadas rlespués de 4 

hrs. (células en G1), se causa el menor retraso mitótico, de 9 
a 10 hrs. (células en fase S), se causa retraso intermedio de 

mitosis, y de 16 a 20 hrs., implica el más alto grado de 

retraso mitótico en respu~sta a la irradiación, por ser 
administrada antes de la producción da proteínas necesarias 
para la mitosis (células en fase G2), (Fig.B), 

En las poblaciones de células asincr6nicas (las células 

existen en varias fases del ciclo celular), el IM e:.s casi 

constante. La irradiación causa máxima inhibición o retraso 

mitótico, en la interfase de profase. Las células afectadas se 

pueden recuperar y rntrar en mitosis con las no afectadas en 

una frecuencia excesiva de divisiones 

mit6tica (Fig.9). 

sobreproducción 

Morales-Ram1res et al. (1983), re.portan una disminución 

en el IM, en células de la médula ósea de ratones irradiados, 

de tipo dosis-dependiente. 
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2.3) Tiempo Generacional Promedio (TGP) 

El Tiempo Generacional Promedio (TGP), indica el promedio 

de tiempo que tardan las células en dividirse y se calcula con 

basa al número de células que se encuentran en primera, 

segunda y tercera división para un tiempo determinado. Esto se 

logra por medio de la tinción diferencial de las cromátidas 

hermanas, donde los porcentajes obtenidos para cada una de las 

divisiones se aplican en la fórmula desarrollada por Ivett y 

Tice en 1982, la cual permite establecer la duración promedio 

del ciclo celular de la siguiente forma: 

TGP T 

(% 1• div. X 1)+(% 2ª div. x 2)+ (% Jª div. x 3) 

DOHDE: T"' TIEMPO DE: ADKIHISTRACIOH DE LA BrdU. 

Con este parámetro se puede detectar el efecto causado 

por algün agente a través de retardo o aceleración en el ciclo 

celular. se ha reportado que la irradiación alarga el ciclo de 

división celular en médula ósea de ratones in vivo, siendo una 

relación dosis-dependiente (Morales-Ramirez et al,198J; 

Mendiola-cruz y Morales-Ramirez,1989). 

3. FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA CELULAR A LA RADIACION 

Existe un gran número de factores que pueden modlf icar la 

respuesta de las células a la irradiación y son: 
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directamente sob~e la re~puesta ya~ que·· no~· t~d<:>~ los ºtipos de 

radiación ·son lguales,. por ejemplo en ·~a r'adi.aCi6n: tot6nicá· (X 

y gamma), la radiosensibilidad decrece con el ~ncremento d~ la 

energía fotónica. 

~ posificaci6n y ~6n; basada en el modelo del 
11blanco", donde la sobrevivencia celular depende de la 

fraccionaci6n en la administración de la radiación. 

~ f.Qfil.Qi6n Q.g .l5l§ ~él..!Ll..M gn fil ~ reproductivo; la 

radiosensitividad de la célula varia durante el ciclo celular, 

encontrándose que las células son más sensibles durante el 

proceso de sintesis y poco sensibles en la fase Gz. 

ru_ oxigenací6n; la radiosensibilidad de las células se 

incrementa cuando la presión de oxigeno es alta, alrededor de 

JO mmHg. 

fil.. Estado fisíol6~; la edad, la condición de los animales 

de vida (corta larga), estado enctocrinol6gico y la 

temperatura del cuerpo, influyen en forma directa sobre la 

respuesta cel1Jlar a la irradiación. 

íl Modificadores gyimicos; son sustancias o procedimientos que 

modifican la respuesta celular a la radiación por dos rutas 

diferentes: 

a) por medio de agentes radiosensibllizadores, los cuales 

intensifican el el daño causado por la radiación, dentro de 

estas se encuentran las que producen hipoxia o hipcroxia en 

las células y los agentes cítotóxicos. 

b) por medio de agentes rad ioprotectores, son sustancia o 

procedimientos que protegen o disminuyen el daño causado por 

la radiación en las células y por lo regular son aplicados 

antes de la radiación (Selrnan,19BJ y Pizzarello,1982). 



3.1) Radioprotección 

El incremento en el uso de radiaci6n ha propiciado el 
aumento en la investigaci6n referente a la radioprotecci6n, 

los propósitos principales de su estudio son proteger el 
tejido normal preferentemente durante terapias de irradiación 

a tejidos malignos (radioterapia) y obtener más información 

acerca de los mecanismos del daño radioinducido {Kedar,1984}. 

Con respecto al primer propósito, la investigación no ha sido 

muy fruct1fera ya que las dosis requeridas para la 
radioprotección son tan altas que resultan tóxicas y la 

administración del radioprotector protege tanto a las células 
normales corao a las células del tumor {Harris y Phillips,1971 

y Yuhas,1973). También se han empleado combinaciones de 

radiosensibilizadores parLl. las células tumorales y 

radioprotectores para las células normales, paro aún no se ha 
logrado con cxito la aplicación de ambos. En cuanto al 

conocimiento de los mecanismos de radioprotección al daño 

radioinducido, se ha avanzado significativamente. 

El efecto de un radioprotector va a depender de factores 
como; la toxicidad del agente, la elección de la dosis a 

irradiar, la elección d~ los animales experimentales, la ruta 

de administración de lu droga, y el intervalo de tiempo entre 
la administración de la drogra y la exposición a la radiación. 

Es recomendado cuando se va a emplear una sustancia como 

radioprotector, que se utilice la LDso en los organismos a 

tratar, fijar la dosis de irradiación y hacer por lo menos 

tres dosis diferentes del radíoprotector, tomar en cuenta la 

LET de la radiación empleada y determinar el parámetro 

indicador de daño a medir (Pizzarello,1982). 
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3,2) Tipos de Radioprotección 

Existen diferentes tipos de radioprotectores los cuales 

se pueden clasificar en físicos, químicos y biológicos. Se han 

estudiado tanto in vitro como in vivo. encontrando a su vez 

que la respuesta entre ambas condiciones difiere muchas veces 

(Pizzarello, 1982). 

i) Radioprotección F!sica 

Dentro de la radioprotección física se encuentra la 

exposición parcial del cuerpo, que consiste en proteger con 

capas de plomo aquellos lugares donde se lleve proliferación 

de células como en médula ósea, de tal forma que al haber sido 

irradiadas otras zonas y no las células en proliferación estas 

sustituyan gradual mente las células dañadas ev i tanda un daño 

más intenso. La temperatura también protege a las células por 

tener una relación directa con la anoxia, a bajas tempe~aturas 

disminuye el consumo de oxigeno hasta un 5%, lo que estimula 

en el organismo al sistema simpático, liberando una gran 

cantidad de noradrcnalina y adrenalina, que poseen grupos 

aminas (efectivos radioprotectores quimicos) esta es una 

radioprotección corr.binada física y quimica (Pizzarello, 1982) 

ii) Radiprotección Qu!mica 

Los radioprotectores químicos son los más investigados 

por ser muy eficientes en la inhibición y por su fácil 

aplicación en la práctica. Para su mayor manejo estos se han 

clasificado en: 

Aminot!~ 1..tlliz y .fil!l; las aminas sulfhidrilas son efectivos 

radiprotectores a temperaturas y pH fisiológicos, los 
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principales son la cisteina,2-mercapto etilamina (cisteamina), 

cistamina, aminoetil isotiourea dihidrobromuro (AET) y 

2-mercapto etil-guanidina (MEG). 

Compuestos ~ ~, dentro de estos se encuentran la 

tiourea, tiouracil, ditiocarbamato, ditioxamidas, tiazolinas, 
sulfoxidos, sulfones y el dimetilsulf6xido. 

~ farmacológicos; dentro de estos se encuentran el 

alcohol (el mecanismo probablemente es por hipoxia) , la 

morfina y la heroína, el salicilato de sodio, reserpina, 

acetilcolina, metacolina, carbaminoilcolina, epinefrina~ 

metoxamina, dopamina, histamina, serotonina, colchicina 

adrenales 

y 

y hormonas corno estrógenos, testosterona, 
tiro ida les. 

Agentes ~ioprotectores !lQ identificados J2Q.!: yn ~ 

especial; dentro de estos 
los derivados de acidos 

enuentran el cianuro, uracilo, 
nucléicos tales como el 

5-amino-4-metiluracilo, y el 5-amino-4-metiluracilo, 

fluoroacetato de sodio, para-aminopropiofenona, melitin, 

endotoxinas, imidazol y J'S'AMP ciclico (Pizzarello,1982). 

Se ha probado en especial el efecto radiprotector de la 

Cistearnina sobre la inducción de ICH por radiación, en células 

de la médula ósea de ratón in vivo, encontrando que bajo las 
condiciones empleadas en su estudio, los ICH son causados por 

radicalefl libres producidos por la acción indirecta de la 
radiación (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez,1989). 

El estudio de radioprotectores quimicos como se puede 

observar es amplio, pero desgraciadamente las cantidades que 

se necesitan son tóxicas y en muchas ocasiones pueden hasta 

causar muerte. Lo más importante de su uso experimental, es la 

información que se ha obtenido y se puede obtener acerca de 

los diferentes mecanismos de protección (Pizzarello,1982). 
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iii) Radiprotecci6n Biológica 

Más que radioprotecci6n se puede considerar 

radiorecuperación y dentro de los principales métodos o 

procedimientos biol6gicos a este respecto se encuentran: 

!fil parabiosis; la cual consiste en unir dos organismos 

permitiendo una circulación cruzada a través de los capilares 

de la piel, a uno de los organismos se le irradia y al otro se 

le blinda con plomo, sobreviviendo ambos organismos a una 

dosis letal. 

1.g implantación Qg ~ fill .l.g cayidad peritoneal f!!1 ratones 

irradiados Q inyección 9.Q &é~ f!g.l. ~; este procedimiento 

se lleva acabo después de la irradiación y ayuda a la 

recuperación del organismo. Se ha encontrado que puede ser 

inyección intravenosa en lugar de intraperitoneal. 

Transplante Q.g médula Ófililli este se lleva acabo por medio de 

una inyección intravenosa de médula ósea inmediatamente 

después de la irradiación, 

intraperitoneal requiere 

intravenosa. 

ha encontrado que la inyección 

70 veces más células que la 

Varias transfusione~ de ~ periferica; este procedimiento 

tambien se lleva acabo después de la irradiación. 

~ón 9.Q ~é~ 
inyecciones de una 

(Pizzarellc,1982). 

n.g_ hematopoyé~; 

suspensión de células 
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3.3) Antimutagénesis 

Es cada dia creciente el nümero de compuestos químicos o 

agentes capaces de inducir cambios en el material hereditario 

con los que el desarrollo moderno ha complicado la existencia 
actual de la vida moderna, a estos agentes se les llama 

mutágenos (sustancias capaces de inducir un cambio súbito 

heredable que afecta el material genético}. Para contrarestar 

dicho efecto se ha incrementado el estudio de sustancias 

antimutágenas (sustancias capaces de evitar el daño causado 
por algún agente mutágeno), variando los mecanismos de 

protección dependiendo de los mecanismos de acción del 
mutágeno (Salarnanca,1988). 

Existen cerca de 20 diferentes tipos de qu1rnlcos 

antimutágenos y anticarcin6genos naturales y sintéticos que 

se investigan intensamente, pero al igual que los 

radioprotectores, muchas ocasiones las cantidades son tales 

que ocasionan citotoxicidad y otros efectos alternos por lo 
cual su aplicación no es conveniente, pero s1 proporcionan las 

bases de la investigación. 

3.4) Mecanismo~ de Antimutagénesis y Radioprotecci6n. 

Dentro de los mecanismos de acción antimutagénicos y 

carcinogénicos se encuentran: 

Al Sustancias jnhibidoras Q!t .l!l.!!tággllQ§ Q.g, ~6n extracelular; 

actuan por; a) inhibición o prevención de la formación en la 

incorporación del mutágeno o precursor impidiendo la 
penetración (en el organismo o en la célula) o favoreciendo su 

eliminación, b) por inhibición de la formación endógena del 

mutágeno (inhibiendo la reacción de nitrosaci6n o modificando 

su estructura en la flora intestinal bacteriana) y e) 

desactivántlo ~l mutágeno, por reacciones f1sicas, qu1micas o 
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enzimáticas, de sustancias presentes en las células o en los 

fluidos que las rodean (en muchas ocasiones estos son 

metabolitos de bajo peso molecular). 

1U.. sustancias inhibidoras ~ ID.JJ..t.ággnQ§ .d.g ~6n intracelular; 

actuan por medio de; a) moduladores del metabolismo ya sea 

inhibiendo las células en replicasi6n, favoreciendo la 

secuestración del mutágeno en acción indirecta, inhibiendo la 

activación de promutágenos o induciendo los mecanismos de 

destoxificaci6n, b) por bloqueo de mol6c:ulas reactivas, 

reaccionando con electrolitos por reacción qu1micn 

enzimática, capturando oxígenos reactivos o protegiendo sitios 

nucleof1licos del ADN. As1 mismo por utilización de modulares 

de reparación y replicación de ADN, incrementando la 

replicación fiel del ADN, favoreciendo la reparación del dal'l.o 

al ADN o inhibiendo el error propenso reparando la secuencia 

del ADN, c) neutralizando el promutágeno o la le5ión mutágena 

por varios mecanisT.'los de reparación del hDU, removiendo o 

evitando lesiones, y d) por la utilización de nuevos 

mecanismos que aurr.entan la inducción de reparación libre del 

ADN por bloques, reparando por errores propensos del ADN o 

incrementando la activación metabólica de mutágenos. 

g_ Activación ~ inhiQ.ill..Q~ -ªobre fil inicio 9.Q -º.álulas 

~á~; actuan por medio de; a) la modulación de la 

promoción del tumor a través de la inhibición de los efectos 

genotóxicos, captura de radicales libres, inhibición de 

células en proliferación, inducción de diferenciación celular 

o modulación de transducción señalada y b) por moduladores de 

la progresión del tumor por inhibición de efectos genotóxicos, 

la activación de hormonas de factores de crecimiento, 

activación del sistema inmune, agentes antineoplásicos 

físicos, químicos o biológicos y modulación de la transducción 

señalada (De Flora y Rarnel,1988 y Ha;:-tman y Shünkel,1990). 
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En general los agentes antioxidantes inhiben la 

mutagénesis y carcinogénesis a través de la captura de 

radicales libres. 

En mutágenos fisicos como la radiación ionizante se puede 

inhibir su efecto indirecto causado principalmente por la 

producción de radicales libres. si un antimutageno es efectivo 

a través de la captura de radicales libres, entonces también 

puede ser un efectiva radioprotector para determinados 

parámetros indicadores de daño producidos por acción indirecta 

como lo soq ·l?s !CH. 

se han estudiado sustancias radiprotectoras encontrando 

que los grupos como los SH y las aminas actúan protegiendo a 

las células de diversas formas principalmente: 

ll captura Q.g radicales libres; consiste en que el grupo 

activo del radioprotector inactiva los radicales libres, ya 

sea; por que reacciona con ellos, los engloba o transforma en 

compuestos 

celulares. 

menos tóxicos o inactivos para las estructuras 

sin embargo existen radicales libres como el 

citrato de sodio y la norepinefrina que se pueden inactivar in 

vitro pero no in vivo. 

lil. Producción ~ ~óxia; como ya se mencionó la falta de 

oxigeno los organismos provoca la secreción de 

noradrenalina y adrenalina, las cuales son aminas que protegen 

a las células. 

~ producción Qg ~ Qg ~ ~ disulfito; al unirse 

estos con proteinas, son reducidos por el glutationato 

reductasa y de esta forma evitan la interacción con los 

radicales libres, este mecanismo no es del todo aceptado ya 

que es efectivo solo para protelnas, y no para la molé.cula 

ADN. 

fil ~ón :reversible f!tl ll.ll!; consiste en inhibir por un 
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lapso la s1ntesis del ADN, permitiendo la reparación de los 

daños causados. 

fil... Competencia run: 1.2§. QXiggnQ§ producidos !ID li! ~ 
~ ~ QQn l.Q§ radicales .liPJ'..-ª.§. 2l:flá~; este mecanismo 

se basa en interferir la reacción que origina los super6xidos 

(los cuales son muy tóxicos R02} , capturando los oxigenas y 

formando compuestos inactivos para las células. 

Il Transferencia Qg h.!..Q.r.6genos ª J.il molé~ Q.tl AID:!; esto 

promueve la reparación de las rupturas o pérdidas de 

hidrógeno. 

Se ha encentrado que en aquellas sustancias donde se 

combina hipóxia con alguno de los otros mecanismos 

radiprotectores son más efectivos los resultados (Salman, 1983 

y Pizzarello,1982). 

4. CLOROFILJNA 

4.1 Propiedades Fisicoqu1micas de la Clorofilina 

La clorofilina son sales de la clorofila, y se obtienen 

reemplazando el grupo fitil por algún metal, como puede ser 

potasio, sodio ó cobre-sodio. 

De todas la.s sales de la clorofila la más empleada 

terapeúticamente y en la investigación biológica es la 

clorofilina cupris6dica, 

planteado por Schertz 

la cual se prepara por el método 

Y Toepher. La clorofilina es una 

sustancia microcrista lina azul oscura que produce el efecto 

Tyndall en solución acuosa, tiene una caracteristica banda de 

adsorción de 630mµ, es soluble en agua y su fórmula qu1mlca 

es; C34H:nNa4CUDt> (Fig. 10). 
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Las Sale$ cupris6dicas de la clorofila (clorofilina), son 

muy empl.eadas ya que tienen la ventaja de ·ser bastante 

estables solubles en agua y de fácil manejo (INDEX 

Merck, 1976). 

4.2 Toxicidad 

se ha demostrado la nula o baja toxicidad de la 

clorofilina administrada oral, intraperitoneal, subcutanea e 

intravenosamante en conejos, perros y humanos (Kephart,1955 y 

Young y Beregi, 1980). 

Los únicos cambios apreciables que se han encontrado al 

ser administrada la clorofilina fueron; la coloración verde 

que presentaron algunos órganos {la cual desapareció después 

del tratamiento) y el leve incremento de evacuaciones 

intestinales (Kephart,1955). 

4.3 Antecedentes 

Las pI"imeras investigaciones realizadas con compuestos 

clorof ilinicos, fueron encaminadas su aplicación 

farmacológica en el tratamiento de la anemia, como agente 

bacteriostático, agente curativo de infecciones, en 

hipertensión, higiene oral, desodorante y en la coagulación de 

la sangre (Kephart, 1955), como medicamento fotosensibilizador 

y fotoprotector (Zubiri,1946), en la proliferación del tejido 

epitelial (Krasnikova, 1974), en el cuidado de pacientes 

geri~tricos (Young y Beregi, 1980), en la cristalización del 

oxalato de calcio en orina normal (Tawashi et al.,1982) y 

la peroxidaclón lip1dica de mitocondrias y microsomas (Sato et 

al.,1984). 

Los compuestos clorofilínicos tienen una propiedad 

sorprendente al concentrarse en los tumores, cuando se inyecta 

en animales que tienen transplantes de carcinomas o sarcomas 

mamarios, permitiendo a los tejidos en crecimiento y las 
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partes que se están regenerando una af in id ad por los 

compuestos del tipo de las cloroporfirinas, la clorofila se 

puede etiquetar con cobalto radioactivo para detectar tumores. 

4.4) CloroCllina como Antimutágeno 

Las primeras investigaciones realizadas en forma, 

encaminadas hacia el estudio antimutágeno se efectuaron hasta 

las ültimas dos decadas. En los alimentos naturales que 

diariamente 

carcinogénos, 

(Ames, 1983). 

consumirnos, 

as1 como 

se encuentran 

antimutágenos y 

mutágenos y 

anticarcinogénos 

La actividad antimutágena de los vegetales en general ha 

sido demostrada en los principales mutágenos del triptofan 

pirrolisate (Trp-P-1 y Trp-P-2) en Salmonella (Kada et 

al. ,1978; Merita et al. ,1978 y Kada,1984), con mutágenos como 

el benzo (a] pyreno en el consumo del cigarro en Salmonella 

(Terwel y Van der, 1985), en la inhibición de mutágenos de 

ep6xidos policiclicos aromáticos en Salmonella (Wood et 

al., 1982), en la inhibición mutágena de antimutágenos 

bio-naturales en el te verde japones, en Bacillus subtilis 

(Kada et al., 19B5). 

En vista del exito antimutágeno de las plantas verdes, se 

aislaron sus componentes para determinar los grupos activos 

antirnutágenos, encontrando inhibición mutágena 

causada principalmente por los ~-carotenos 

al. ,1988; Rousseau et al.,1989; Packer 

en zanahorias 

(Darroudi et 

et al.. 1981; 

Renner,1985 y Peto et al. ,1981), en los ácidos t:inicos (Shimoi 

et al. ,1985), en la vainilla (Inouye et al. ,19BS), en el grupo 

protoanemonin {Minakata et al., 1983}, en las fl-propiolactonas 

(Shamberger et al.,1979), en los grupos olelcos y linoleicos 

(Hayatsu et al., 1981), en los grupos fen6licos (Stich et 

al.,1982), en fibras vegetales (Kada et al.,1984), en ácidos 

elágicos, en riboflavina, las clorofilas (a y b) y 
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especificamente en la clorofilina (Lai,1979; Terwel Y Vander, 

1985 y ong et al. ,1986). 
De todos estos componentes antimutagénicos de las plantas 

verdes destaca la clorofila, por ser uno de los componentes 

más abundantes de las plantas verdes, por su gran estabilidad, 
por su poca o nula toxicidad y por efectividad antirnutá.genica 

(Kephart,1955 y Ong et al.,1986). Lai (1979), encontró que la 

clorofila contenida en los brotes de trigo inhibia la 
activación metabólica de carcinógenos in l'Ítro en Salmonella. 

Posteriormente se encontró que el componente activo 
antimutágeno de la clorofila eran sus sales principalmente las 

de sodio y cobre (Clorofilina), al encontrar a lil clorofilina 
como el mayor factor antimutágeno, detectado en extractos de 
brotes de trigo. Los tocof e roles y caro te nos entre otros, 

contribuyeron escasamente en la actividad antimutágena, 
comparados con la clorofilina (Lai et al, 1980 y Matney,1986). 

La investigación sobre las propiedades antimutágenas de 

la clorofilina se están desarrollando ampliamente y provando 
con varios mutáqenos. se ha demostrado que la clorofilina 

inhibe la activación del 3-metilclorantreno y la del benzo (a) 

pyreno en Salmonella. en respuesta dosis-dependiente (Lai et 
al. ,1980). En este mismo año se encontró inhibición mutagénica 

de productos de pirrólisis {Seis rnutágcnos) y de otros 

carcinógenos, por la clorofilina en Salmonella (Arimoto et 
al .. 1980a y b). Posteriormente Kato et al. {1983), encuentran 

inhibición mutagénica del benzo [a) pyreno, por la clorofilina 

pero en células de Harnstcr chino. 

Terwel y Vander (1985), encontraron actividad 
antirnutAgena de la clorofilina, contra el consumo de cigarro y 

el benzo (a) pyreno en Salmonella. Posteriormente Ong et al. 

(1986) y Feng et al. {1989), reportan actividad antimutágena 

potente contra mutágenos ambientales y mezclas complejas 
mutágenas como carnes frias, jugos rojos, vinos rojos, fumar y 

masticar tabaco, particulas del aire, y emisiones de 

particulas de diese! en Salmonella, encontrando para algunas 
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hasta una inhibición del 100\ y nula toxicidad. Robins (1986), 

encontró inhÍbici6n de la clorof ilina a la actividad mutáqena 
del aflatoxin en Neuroespora crassa. 

Hayatsu et al. (1988), encuentran inhibición de la 
clorofilina a sustancias rnutágenas y carcinogénas, en 

Salmonella y Bronzetti et al., (19BB), encuentran actividad 

antimutágena de la clorofilina pero en Levaduras. 

También existen evidencias en la inhibición de la 

clorofilina, sobre la genotoxicidad del 

J-amino-l-metil-5h-pirodo[4,3-b]indole (TrpP-2) en Drosophyla, 

planteando que el mecanismo de antirnutagéno es a través de la 
formación de moléculas complejas con el mutágeno, evitando as1 

su acción (Negishi et al .. 1989}. 

En otros trabajos la clorofilina suprimió con exito la 
actividad mutágena del capsacian y el 2-aminoantranceno, junto 
con otros agentes antimutagénicos en ca psi cum annum. También 

se ha encontrado actividad antimllt5.gena de la clorofilina en 
D. melanogaster. recientemente encontró que la 

clorofilina reduce mutácíones espontáneas en cepas de E. colí 

resistentes a la deoxygalactosa (Rodriguez-Arnaiz y 

Zimmmering,1989 y Clarke y Shankel, 1989}. 
Corno se puede observar el estudio de la clorofilina como 

antimuttigeno es amplio, ya que ofrece ventajas que otros 

antimutágenos tenian, como lo su nula toxicidad, 
abundancia en las plantas verdes y su facil manejo. Aunque 

tales propiedades de la clorofilina aun no se puedan aplicar, 

esto establece basaz sólidas de la investigación basica acerca 

de la antimutagénesis, faltando aun mucho por estudiar al 
respecto, como lo son los mecanismos antimutágenos de la 

clorofilina. 

4.4 Clorofilina como radioprotect.or 

En la actualidad el único trabajo realizado con 
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clorofilina para tratar de explicar el efecto radioprotector, 

es el desarrollado recientemente por Zimmering, et al. (1990), 

en el cual determinaron el efecto de la clorofilina sobre la 

inducción de mutaciones y recombinaciones en Drosophyla, por 

radiación gamma, encontrando un efecto radioprotector en 

mutaciones (manchas de tricomas simples en las alas), del 50\ 

y en eventos recombinantcs {manchas de tricomas dobles en las 

alas), del 100\. Ellos plantean la posibilidad de que la 

protección se deba a una inhibición en el crecimiento celular, 

lo cual no corresponde a radioprotección. Este planteamiento 

se contradice, ya que en este mismo trabajo no se encontró 

toxicidad de la clorofilina y en un reporte anterior de Ong, 

et al. (1986), tampoco se encontraron evidencias en la 

inhibición del crecimiento celular, por clorofilina. 

4.5 Mecanismos de acción de la clororilina 

Los mecanismos de acción de la clorofilina no estan aun 

determinados, ya que por una parte se piensa que la 

clorofilina actua probablemente por bloqueo de activación de 

enzimas f.'licrosomales de promutágenos a mutAgenos, formando 

complejos inactivos, con los derivados mutagénicos. Al parecer 

la clorofilina captura los radicales libres, pero no la 

molécula que en ocasiones es la causante del efecto (ejemplo 

en el metilmetano sulfonato) 1 (Bronzetti, et al.. 1988). Por 

otra parte se cree que la clorofilina quiza actua en 

reacciones con mutágenos aromáticos inactivos en el tracto 

gastrointestinal (Newmark,1984). 

Negishi et al. (1989) 1 en su trabajo reportan un efecto 

inhibidor de la clorofilina sobre el Trp-p-2, en Drosophyla y 

Sa1mone1la, proponiendo que el mecanismo inhibido-e se debe a 

la formación de complejos de la clorofilina con los mutágenos. 

43 



D D D VllJllETI 'l/OS 

1. OBJETIVO GENERAL 

Conocer el efecto de la clorofilina sobre la inducción de 

Intercambios entre cromátidas Hermanas (ICH), reducción del 

Indice Mitótico (IM} y retraso en el Tiempo Generacional 

Pro~edio (TGP) causado por la exposición a 1.0 Gy de radiación 

gamma. Asi como establecer la dosis mínima de clorofilina 

capaz de proteger completamente a las células de la médula 

ósea de ratón in viva. 

2. OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Establecer lus condiciones experimentales para administrar 

la clorofilina e irradiar, as! como el planteamiento de 

protocolos. 

2) Determinar el efecto de la clorofilina sobre las 

frecuencias de ICH, el IM y el TGP. 

3) Determinar el efecto de diferentes dosis de clorofilina 

sobre la inducción de ICH, disminuci6n del IM y retraso en 

el TGP inducidos por la exposición a radiaci6n gamma. 
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DV ~ATE~DAL Y ~ETODOS 

1. ANIMALES 

Se emplearon ratones machos de la cepa Balb-C de uno a 

dos meses de edad, con un peso de entre 28 a J2 gramos. Los 

cuales fueron proporcionadoo por el bioterio del laboratorio 

de Radiobiologia celular del Instituto Nacional de 

Investigaciones Nucleares. Los ratones fueron alimentados con 

comprimidos purina ad líbitum y se mantubieron bajo 

condiciones controladas de temperatura, circulaci6n del ai~e y 

peri6do de luz y obscuridad. 

2. lNCORPORACION DE BROMODEOXIURIDINA 

Se suministró a los organismos intraperitonealmente una 

suspensión acuosa de BrdU, (Sigma Chemicals), adsorbida a 

carbón activado a dosis de 1.5 mg/g de peso. 

La adsorción de BrdU al carbón activado se llevó acabo 

mediante la agitación de una solución acuosa de BrdU {20mg/ml) 

con lOOmg de carbón activado por ml de solución de BrdU, en la 

obscuridad durante min. Mediante este procedimiento se 

observa que hay una adsorción de más de el 95% de BrdU 

(Morales-Ramirez; 1988). La adsorción se realiza bajo 

condiciones estériles, el carbón se esteriliza y se deseca en 

el mechero antes de preparar la suspensión. La solución acuosa 

de BrdUrd se esteriliza también antes de agregarla al carbón 

activado pasándola por un filtro millipore de 0.2 micrómetros. 
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3. COSECHA Y OBTENCION DE PREPARACIONES CROHOSOMICAS 

Después de 22 horas de la inyección intraperitoneal de la 

suspensión de BrdU-Carb6n activado, los animales se inyectan 
con una solución acuosa de colchicina (Sigma Chemical) a una 

dosis de 7.5mg/kg de peso. Dos horas más tarde los organismos 
fueron sacrificados por dislocación cervical para extraer 

ambos fémures, los cuales se cortaron por los extremes para 

obtener las células de la médula ósea por medio de una 

inyección de PBS (2ml por hueso). El contenido se recuperó en 

un tubo y se centrifugó a 1200 rpm durante 5 minutos, el 

precipitado se resuspendió en o. 5 ml. del sobrenadan te para 
después agregarle 6ml de solución hipotónica (cloruro de 
potasio 0.075 M), y se incubó a 37°c durante 15 minutos. 

Transcurrido el tiempo se centrifugó nuevamente a 1200 rpm. 
durante 5 min., se resuspendió el precipitado en 0.5ml. del 

sobrenadante y fijó en 6ml. de Carnoy (Acido 

acético:Metanol 1:3), durante 10 min., el proceso de fijación 
se repitió tres veces y en el último cambio se resuspcnde el 

precipitado en 0.5ml, para gotear la suspención en laminillas 

limpias y frias (J gotas por laminilla), las cuales se 

flamearon y se dejaron secar (Fig.llA}. 

4. TINCION DIFERENCIAL DE LAS CROHATIDAS HERMANAS 

Se utilizó la técnica de tinci6n diferencial de Wolff y 

Perry (1974b) modificada, usando bibenzimida 33258 Hoechst. 

Se agregaron 6 gotas de una solución acuosa de 33258 

Hoechst 10-4M sobre las laminillas anteriormente preparadas, y 

se les colocó un cubreobjetos manteniendose en osbcuridad 

durante 10 min., para después colocarlos en una caja de Petri 

que contenía buffer amortiguador de fosfatos de sodio, el cual 

llegaba al ras del portaobjetos, aqu1 se dejaron bajo una 

lampara de luz negra (25 Watts) a un centimetro de distancia 
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durante 1 hr. Transcurrido e1 tiempo se lavaron las laminillas 

y se incubaron a 60° e en una solución ssc durante 30 min., 
denpués se lavaron con agua caliente (6o0c) Y.fria. Finalmente 

se tiñeron en Giemsa al 5% de amortiguador de fosfatos 

(O.OlM), durante JO min. (Fig.llB). 

5. AIJHINISTRACION DE LA CLOROFILINA 

La clorofilina (Sigma Chemicals), se administr6 4.5 hrs. 
antes de la inyección de la BrdU, por v1a intraperitoneal, a 

dosis de 100, so, 10, 5 y lµg/g de peso en solución acuosa, 

dependiendo del grupo experimental. 

El tiempo fué determinado a través del estudio 

cualitativo de la absorción de la clorofilina, el cual se 

realizó debido 
(Mendiola-Cruz 

que al seguir protocolos establecidos 

y Morales-Ramlrez, 1989), la tinción 
diferencial de las cromátidas hermanas no se obten la. Se 

realizó una determinación de las concentr..aciones de 

clorofilina en sangre y cavidad peritoneal para evitar el 

efecto inhibitorio de la clorof ilina sobre la absorción de la 

BrdU. 

Los proced)mientos que se realizaron consistieron primero 

en desarrollar una curva patrón por diluciones de distintas 
concentraciones de clorofilina, las cuales fueron leidas en un 

espectrofotómctro. La absorción de la clorofilina fué 

determinada por medio de lavados de la cavidad peritoneal 
después de la administración de la clorofilina a distintos 

tiempos. A la solución obtenida se le determinó la densidad 

óptica en el espectrofotómetro para obtener la concentración. 

Por otra parte se extraj6 el plasma sangu1neo a través de 

punción cardiaca; centrifugándose la sangre a 1700 rpm. 

durante 5 min. Finalmente se leyó la densidad óptica del 

plasma, para extrapolar en la curva patrón realizada y obtener 

la concentración de clorofilina en sangre. 
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FIG.11A. COSECHA Y OBTENCION DE PREPARAC 1 ONES CROMOSOMICAS. 
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6, IRRADIACION 

La irradiación se efectuó en el Vick-Rad 60co, de 

exposición geométrica (Lapices de Co), la cual presentaba una 

razón de dosis de 261.4 rad/min. aproximadamente. La 

irradiación se realizó durante 25 seg. en forma individual, 

encerrando a los ratones en un envase de plástico y 

colocándoles en ambos muslos dos1metros termoluminiscentes 

(TL). Las dosis de exposición individual en cada experimento 

fueron determinadas en el laboratorio de dosimetr1a del ININ, 

a través de los dos1metros 'fL colocados a los ratones. La 

dosis estimada fué de 1 Gy aproximadamente. 

El tiempo de exposición fué calculado por medio de un 

experimento prelimin.::ir que consistió en irradiar 5 ratones 

durante 23 seg. (tiempo teórico estimado) y 5 ratones durante 

32 seg. (tiempo aleatorio "X"), de las cuales se estableció la 

relación para obtener la dosimetr1a y el tiempo real de 

exposición de los ratones, para obtener 1 Gy de radiación 

gamma {-,). 

1. ANALISIS DE PREPARACIONES 

7.1} Análisis de ICH 

El análisis de los ICH, se realizó en 30 células en 

metafase, que tuvieran las cromátidas claramente diferenciadas 

y con el número cromosómico completo (40 cromosómas), 

(Fig.12). Cuando había duda sobre algún conteo, este se 

realizó por más de un observador y si persistla la duda, no se 

tomaba en cuenta. 
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7.2) AnAlisis de IH 

El anAlisis del IM se realizó, haciendo tres conteos 

independientes de 1000 células por ratón, en los cuales se 

consider6 en división únicamente aquellas células en metafase 

(Fig.13), los resultados obtenidos se aplicaron en la 
fórmula que se muestra en la pag.1~. 

7.3) AnAlisis del TGP 

Para el análisis del TGP, se revisaron 300 células por 

rat6n, de las que se contaron las que se encontraban en i •, 

2•, y Jª división (Fig.14), los datos obtenidos se manejaron 

de acuerdo a la fórmula desarrollada por Ivett y Tice (1982), 

Pag.2.il . 

B. PROTOCOLOS Y GRUPOS EXPERIMENTALES 

Se emplearon 4 grupos experi.mentales, utilizando los 

protocolos siguientes para cada uno de ellos (Fig.15): 

ll Grupo Control. _(Control). 

La Brdu se administra intraperitonealmente al inicio del 

experimento y se permite su incorporación durante 22 hrs. 

Transcurrido el tiempo se aplica una inyección intraperitoneal 

de colchicina y 2 hrs. después se realiza la cosecha y 

obtención de las prep~racioncs cromos6micas. 

Se usaron ratones sin irradiar y sin clorof ilina • 

..Il..l ~ Clorofilina CClorofi.l~ 

La administración de la clorofllina se lleva a cabo 4.5 

hrs. antes de la inyección 

incorporación durante 22 hrs. 
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int.raperitoneal de la colchicina y 2 hrs. má.s t.arde se- realiza 

la cosecha y obtención de preparaciones cromos6micas. 

se usaron ratones sin irradiar, para determinar el efecto 

de la clorofilina per se. 

1.lll ™1lQ Irradiado <Irradia 

La irradiación ise lleva acabo o. 5 hrs. antes de la 

administración intraperitoneal de la BrdU, se permite la 

incorporación durante 22 hrs. y 2 hrs. después se realiza la 

cosecha y obtención de pre~araciones cromos6micas. 

No se administró clorofilina a los ratones con el objeto 

de determinar el efecto de la radiación. 

I.Y.l ~ Clorofilina-Irradiado lClo-Irrad.l 

La administración de la clorofilina se lleva a cabo 4. 5 

hrs. antes de la inyección intraperitoneal de BrdU. La 

irradiación se efectuó 0.5 hrs. antes de la inyección 

intraperitoneal de la BrdU. La inyección de colchicina se 

realiza 22 hrs. después de la incorporación de la BrdU, para 

finalmente sacrificar a los organismos 2 hrs. después. 

Los ratones fueron irradiados y tratados con clorofilina, 

el objetivo tué determinar el efecto del pretratamiento de la 

clorofilina sobre el daño causado por la radiación. 

9. ESTADISTICA 

Los datos se expresan como el promedio (X) más o menos la 

desviación estandar {s) según el caso, se hace mención en las 

tablas o gráficas. 

Para el análisis de la significatividad se uso un 

análisis de varianza, donde p<0.05, seguida de la prueba de 

Tukey, el ajuste de Poisson y la prueba de x2, para comparar 

proporciones. Para los cuales se uso el programa systat 

versión 5.03. 
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FIG 15 PROTOCOLOS EMPLEADOS DURANTE EL TRABAJO. 
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\l.IRIESQJILTAIDOS 

l. OETERHINACION DE LA CLOROFILINA 

Los resultados de la determinación de la clorofiliha se 

muestran en la figura l 7A, la cual correspond8\ ac:~-~1a_·; curva-, 

patrón de las distintas concentraciones de cloi:-otili~,a . y s~-~ 
respectivas densidades ópticas~ 

2. ABSORCION DE LA CLOROFILINA 

En la figura 17B, se muestra la concentración de la 

clorofilina en cavidad peritoneal y sangre en función del 

tiempo, observándose el pico para la máxima concentración en 

sangre a las 4.5 hrs., as1 como una disminución significativa 

de la clorofilina en la cavidad peritoneal a la misma hora. 

La tabla 1, muestra la calidad de tinci6n diferencial con 

la administración de la clorofilina 0.5 hrs. antes de la BrdU 

(Mendiola-cruz y Morales-Ramirez, 1989), y el obtenido en 

estos experimentos 4, 5 hrs., para reducir las interferencias 

entre la clorofilina y la Brdu, observándose que al 

administrar o. 5 hrs. la clorof i 1 ina antes de la BrdU no se 

obtiene buena tinci6n diferencial y al administrar 4.5 hrs. la 

clorofilina antes de la BrdU se obtiene una buena tinci6n 

diferencial similar a la del grupo control. 

2. TIEHPO DE IRRADIACION 

La tabla 2, muestra la dosimetr1a obtenida para el tiempo 

teórico estimado y para otro aleatorio, donde apartir de ambos 

tiempos se obtuvo el tiempo real de irradiación para lograr 1 

Gy de irradiación, el cual correspondio a 25 seg. 
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FIG.16 CURVA PATRON DE LA CONCENTRACION 
DE LA CLOROFILINA VS DENSIDAD OPTICA 
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FIG.17 CONCENTRACION DE LA CLOROFILINA 
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TABLA 1 _CALIDAD DE_ TINCION DIFERENCIAL DE LAMINILLAS OBTENIDAS 
A -0.5 Y 4.5 HRS PREINYECCION DE_ CLOROFILINA. 

BUENA REGULAR -
;¡ ;¡ 

o.o 10.0 

57.0 22.0. 

58.0 28.0 

TABLA 2 TIEMPO DE EXPOSICION EN EL VICK-RAD Y LECTURAS DE 
DOSIMETROS TERMULUMINISCENTES. 

TIEMPO DOSIS/GRUPO 

rseal li±s Gvsl 
o o.o 

23 0.90!0.05 

25 1.07±0.ll 

32 1.28:!:0.11 

N=S RATONES POR GRUPO. 
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3. EFECTO DE LA CLOROFILINA 

La tabla J muestra el efecto que tiene la clorofilina 

sobre la inducción de ICH, donde se puede observar que la 

clorofilina administrada a dosis do 100, 50 y 10 µg/q de peso 

corporal, no indujo !CH comparados con los controles, ya que 

no se encontró significatividad, 

La figura lB muestra el efecto de las diferentes dosis de 

clorofilina sobre la inducción de ICH, donde se puede observar 

más claramente que la clorofilina no tiene efecto 

significativo sobre la inducción de ICU, comparados con el 

control. 

TABLA 3 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION . DE ICH, 
VARIACION EN EL IM Y TGP. 

EXP GRUPO DOSIS CLOROFI ICH/CEL, IH TGP 

(µg/gl ;¡ ± s x ± s ;¡ ± s 
CONTROL o.o 3,21.t0,26 39.23!3.29 12,08±0,21 

CLOROFI 100,0 3.63±0,14 38,00::!:.2,64 *10. 95±0, 56 

CONTROL º·o 3,53:!:.0.12 41. 08:!:.l,99 12.11!0.18 

2 CLOROFI 100.0 3,29±0.22 42. 66::!:.3, 38 . 9, 53:!:.0. 25 

CONTROL º·o 3,44!0.13 44. 63!3. 09 12,09!0.18 

CLOROFI so. o 3,39:!:.0.09 44. 08::!:.6, 29 . 9,37!0.62 

CONTROL º·o 3.40±0.17 36, 63::!:.2, 55 12. 27!0. 03 
2 CLOROFI 50, o 3,74±0.11 36. 09:!:.2. 27 *10,06!0,25 

CONTROL º·o 3,44!0,13 44,63!3.09 12. 09!0, 18 

CLOROFI 10. o 3,45:!:.0.23 41. 40::!:.3, 49 *10. 43::!:.0, 12 

CONTROL o. o 3, 40::!:.0.17 '36. 63:!:.2. 55 12. 27::!:.0. 03 
2 CLOROFI 10.0 3. 77! o. 26 '38. 24::!:.l. 97 *10.12:!:0.14 

N:4 RATONES POR GRUPO 

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY. 
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En la misma tabla J, se muestra el efecto de la 

clorofilina sobre el IM para las dosis de 100, 50, y lOµg/g, 
observándose que ninguna de las dosis presentó efecto sobre el 
IM, ya que los valores obtenidos no son significativos 

comparados con el control. 
Finalmente esta misma tabla J, muestra el efecto de la 

clorofilina sobre el TGP, donde se observa que las dosis de 
100, 50 y 10 µg/g de clorofilina si presentan un efecto 

significativo comparados con los controles, acelerando el 
tiempo de divisJ6n:celular aproximadamente 2 hrs. 

4. EFECTO DE LA CLOROFILINA VS. RADIACION GAMMA 

4.1) Inducción de ICH 

La tabla 4 muestra los datos individuales del efecto de 

la clorofilina sobre la inducción de ICH, causado por 1 Gy de 
radiación gamma para las tres dosis empleadas con su 

respectiva repetición, observándose poca variabilidad entre 

ratones del mismo grupo y entrl? experimentos la cual no fue 
sigñi f icativa. 

Estas tablas únicamente se anexan para observar el 

comportamiento individual por grupo, ya que los datos que se 
toman en cuenta para nuestros objetivos son los promedios por 

grupo, siendo las comparaciones de significatividad más 
reprcsentativ<is, por ser tina mayor N (número de ratones). 

La figura 19 muestra la dosis-respuesta de la clorofilina 

al ser administrada antes de la irradiación y sin irradiación, 

observándose que la dosis baja de clornfilina (lOµg/g) 1 con 

irradiación, pr:-esentan una. mayor inducción de ICH y conforl!\e 

se aumenta la dosis de clorofilina (hasta lOOµg/g), la 
respuesta se asemeja más a la de la clorofilina sola, lo cual 

nos indica un comportamiento radioprotector de la clorof ilina 
sobre la inducción de ICH, dosis-dependiente. 

62 



el 

FIGURA 19 CURVA DOSIS RESPUESTA DE ICH 
PARA LOS GRUPOS CLO. Y CLO-IRRAD. 

ICH/célula 
5,0,---------------~ 

4,5 

4,0 

3,5 

3,0 
o 10 50 100 

CONCENTRACION DE CLOROFILINA 

-- Clo-lrrad -+- Clo 



TABLA 4 DATOS INDIVIDUALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA 
PARA LAS TRES DOSIS EMPLEADAS (100, 50 Y 10 µa/al 
SOBRE LA INDUCCION DE ICH, POR 1.0 Gv DE RADIACION 
GAMMA. 

DOSIS lOOµg/g 50µg/g lOµg/g 

GRUPO EXP EXP EXP EXP EXP EXP 
1 2 1 2 1 2 

!CH/CEL ICH/CEL !CH/CEL ICH/CEL ICH/CEL !CH/CEL 

3.46 3. 4.,-- J.56 3.56 3.56 3.56 

*2.93 3.40 3.56 J,16 3.56 3.16 
CONTROL 3.26 3.67 3. 36 3. 46 3.36 3.46 

3.60 3.30 3.43 3.30 3.43 

3. 43 3.03 J,30 3. 70 J,13 3.50 

CLOROF 1. 3.76 3.17 3.33 3. 76 3.43 3.96 

3,66 J,50 3.46 3,63 3.63 4.03 

3.70 3.47 3.46 3.90 3.63 3.60 

•4. 10 *4.60 4.43 '*4.80 "'4.43 *4.80 

*4.20 *4.37 *4.86 +4,93 *4.86 *4.93 
IRRADIA. *4,20 *5.13 *4.03 *4.80 *4.03 "'4. 80 

*4.40 *4.13 

3.40 3,87 3.86 4.53 *4.73 *4.83 

CLO-IRRA 3.30 3.46 3.43 3.80 *4.43 *4. 60 

3.16 3.57 *4.20 *4.36 *4.03 *4,63 

3,50 *4.07 '*4. 16 3.46 *4.43 

• P<O. 05 PRUEBA DE AHDEVA SEGUIDA DE TUKEV, 
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La tabla 5 muestra el comportamiento de la c1orofilina vs 

radiaci6n para las tres diferentes dosis de cl.orofilina en 

promedios por grupo con su respectiva repetición, encontrando 

poca variabilidad entre experimentos (repeticiones}, la cual 

no fue significativa, lo que indica que nuestros resultados 

son reproducibles. 

La tabla 6 muestra los promedios globales por grupo, en 

donde se observa que el grupo control present6 J,41±0.18 

ICH/cel, en el grupo irradiado se indujo un intercambio más 

4.49±0. 34. ICH/cel. (el cual resultó ser significativo 

comparado con el control) y en el grupo que se le administró 

la clorofilina e irradiación se encontró J.54±0.27 ICH/cel, lo 

cual no fue significativo comparado con el control. Esto 

indica que la dosis de lOOµg/g de clorofilina administrada a 

los ratones, protegió a las células de la médula ósea de la 

inducción de ICH causados por 1.0 Gy de radiación gamma. 

Para la dosis de 50µg/g de clorofilina, se obtuvo para el 

grupo al que se le administró la clorofilina e irradiación de 

J.97±0,37 ICH/cel., los cuales comparados con el control no 

resultaron significativos, aunque se observa que se pierde el 

efecto radioprotector. Esto indica que la dosis de 50µg/g de 

clorofilina aún protege a las cólul.as de l.:i médula ósea de la 

inducción de ICH causados por 1. O Gy de radiación gamma (Tabla 

6). 

Finalmente para la dosis de lOµg/g de clorofilina, se 

encontró un valor para el grupo al que se Je administró 

clorof ilina e irradiación de 4. 52±0. 24 ICH/ cel., el cual 

resulto ser significativo comparado con el control. Esto 

indica que la dosis de 10µ.g/g ya no protege a las células de 

la médula ósea de la inducción de ICH, causados por 1. O Gy de 

radiación gamma (Tabla 6) ~ 
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TABLA 5 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION DE 
INTERCAMBIOS ENTRE CROMATIDAS HERMANAS !ICHl, POR 
RADIACION GAMMA. 

EXPERIMENTO GRUPO CLOROFILIHA RADIACION ICH/CEL 

{µg/9) {Gy) ;¡ ± s 
CONTROL o. o º·ºº 3.21t.0.26 

CLOROFI. 100. o 0.00 3.63±0.14 

IRRADIA. o. o 1. 07 *4.22±0.12 

CLO-IRRAD. 100.0 l. 07 3.34±0.14 

CONTROL o. o o.ºº 3.53±0.12 

2 
CLOROFl, 100. o º·ºº 3, 29:!.:0. 22 

IRRADIA. o. o l. 07 *4.55±0.42 

CLO-IRRAD. 100. o l. 07 '.3.74±0.27 

CONTROL o.o º·ºº 3,44!0.13 

CLOROFI, so. o º·ºº 3,39±0.08 

IRRADIA. o.o 1,07 *4. 44.±0. 41 

CLO-IRRAD. so. o 1. 07 3,91±0.35 

CONTROL o. o 0.00 3,40:!:0.17 

2 
CLOROFI, so. o o. 00 3.74±0.00 

IRRADIA, o.o 1.07 *4, B•it.O. 07 

CLO-IRRAD. so.o l. 07 4, 03!0. 49 

CONTROL o.o o.ºº 3,44:!:0,13 

CLOROFI, 10.0 º·ºº 3.45±0.23 

IRRADIA. o.o l. 07 *4.44±0.41 

CLO-IRRAD. 10. o 1.07 *4.41±0.28 

CONTROL o.o º·ºº 3, 40t.0, 17 

2 CLOROFI. 10.0 º·ºº 3.77±0.26 

IRRADIA. o.o l. 07 *4., 84:t:O. 07 

CLO-IRRAD. 10, o 1.07 *4.68±0.12 

H= 4 RATONES PR GRUPO . P<0.05 PRUEBA DE hNDEVA SEGUIDA DE TUKEY, 
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TABLA 6 PROMEDIOS GLOBALES DEL EFECTO OE LAS DIFERENTES DOSIS DE 
CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION DE INTERCAMBIOS ENTRE 
CROMATIDAS HERMANAS, CAUSADOS POR RADIACION GAMMA. 

GRUPO 
N 

CLOROFILINA RADIACION ICH/CEL 

'""'"1 íGvl ;¡ ! s 

CONTROL 15 o.o o.o 3.41±0.18 

CLOROFI. a 100.0 º·ºº 3,46±0.23 

CLOROFI. a so.o º·ºº 3,56!0.20 

CLOROFI. a 10.0 º·ºº 3.61±0.26 

IRRADIA. 14 º·º 1.07 *4.49±0.34 

CLO-IRRAD. a 100 .. 0 1,07 3,54±0.27 

CLO-IRRAD. a so. o 1.07 3.97±0.37 

CLO-IRRAD. 7 10,0 1.07 *4.52±0.24 

* P<0,05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY. 

Estos resultados se pueden apreciar mejor en la Fig. 20, 

donde se observan los valores promedios de los ICH/cel., para 

cada grupo con su respectiva desviacién estandar. 

La Figura 21 muestra la frecuencia acumulativa de células 

con respecto al número de ICH/cel., donde se puede hacer un 

análisis más cuantitativo del efecto de la clorofilina y 

radiación per se sobre la inducción de ICH, ya que se aprecia 

claramente que la curva del grupo control y el tratado con 

clorofilina 100 µg/g se comportan practicamente de la misma 

forma, en contraste con el irradiado la cual se desplaza hacia 

frecuencias más altas de ICH. De esta forma el 50% de las 

células del grupo control y tratado con clorofilina lOOµg/g, 

tienen una frecuencia de ICH de 2.75 ICH/cel o menos, mientras 

que para el irradiado corresponden 3. 75 ICH/cel o menos, lo 

cual indica que la radiación 7 aumenta la frecuencia de un 

ICH/cel. más del valor control. 
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F!G. 21 FRECUENCIA ACUMULADA DE !CH 
VS. NO. ICH/CEL. 
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oe igual forma al grupo, que se le administró la dosis de 

lOO~g/g de clorofilina más irradiación también el 50% de las 

células tienen 2, 75 ICH/cel, o menos lo cual indica que esta 

dosis protege de la inducción de ICH, ya que presentó un 

comportamiento similar al del grupo control y clorofilina 

sola •• 
La Figura 22 muestra la diferencia gradual en la 

eficiencia de diferentes dosis de clorof ilina para proteger a 

las células contra el daño radioinducido capaz de generar ICH, 

donde la curva del grupo tratado con lOOJJg/g de clorofilina 

sigue como ya se mencionó, el mismo comportamiento que el 

grupo control, es decir que también el 50% de las población 

tiene 2.75 ICH/cel. o menos. 

con el trati\miento de 50µg/g de clorofilina la curva 

muestra un comportamiento semejante a la del control, aunque 

ligeramente desplazada hacia valores más altos de ICH, es 

decir que el 50% de la población célular tiene una frecuencia 

de J. 25 ICH/cel o menos, esta diferencia no es significativa 

con respecto al control. 

La curva del grupo tratado con lOµg/g de clorofilina 

muestra un comportamiento más parecido al del grupo irradiado, 

en esta se aprecia que el 50% de la población tiene J ,9 

ICH/cel y que un 70% de las células de la población total 

presentaron más de 4 ICH/cel, la cual resulta muy diferente 

con respecto al control. Además, se observa que para este 

grupo menos del 25% de células tuvieron 2. 75 ICH o menos, 

mientras que el grupo control lo presentó para el 50%. En este 

mismo grupo se encontraron células hasta con 11 ICH, al igual 

que en el irradiado, mientras que para el control el máximo 

fue de 7 ICH/cel. 

Finalmente en base los resultados antes descritos 

podemos decir que entre las dosis de 100 y SOµg/g se encuentra 

la dosis minirna que protege en un cien porciento de eficiencia 

la inducción de ICH, y entre las dosis de 50 y lOJJg/g la dosis 

minima capaz de proteger a las células del efecto 
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FIG.22 FRECUENCIA ACUMULADA DE ICH 
VS NUMERO DE ICH/cel. 
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DISTRIBUCION DE FRECUENCIAS DE ICH/CEL 
DE LAS POBLACIONES CELULARES 

a) control b) irradiado 

, ... ~Hr.>t . 
H 

:io . .·~l -~ :~·¡ 
11 ' 1 , ••• ' •• 111" 

e) clorofilina d) clorofilina=irradiado 

100 '(9/g. 
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radioinducido sobre ICH. 

La figura 23 muestra la distribución de las frecuencias 

de ICH/cel. de las poblaciones celulares de médula ósea para 

el grupo control, irradiado y clorofilina-irradiado, de 100, 

50 y 10µ.g/g, la cual se comporta como una distribuci6n del 

tipo Poisson. 

4.2) Efecto Sobre el IH 

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos por individuo 

del efecto sobre el IM de las tres dosis de clorofilina 

empleadas (100, 50 y 10 µg/g), vs radiación, donde se puede 

observar poca variabilidad individual y entre experimentos, la 

cual no fué significativa. 

La tabla 8 muestra también los datos individuales del 

efecto sobre el IM, de dos dosis de clorofilina empleadas 

adicionalmente (5 y 1 µg/g), con las cuales se trabajaron 

otras condiciones (sin BrdU y con ratones mayores de 2 meses), 

observ~ndosc poca variabilidad entre individuos y entre 

experimentos, la cual no fué significativa. Cabe aclarar que 

este experimento únicar..cntc se elaboró como complemento y para 

ver si aún persist1a la protección para este parámetro. 

Al igual que la tabla 4, los datos individuales solo se 

anexan para observar el comportamiento indl·.:idual por grupo. 

La tabla 9 muestra los promedios por grupo, del efecto de 

la clorofilina, para las dosis de l.00, 50 y lOµg/g, con su 

respectiva repetición, donde se puede observar 

resultados son reproducibles ya que no 

variabilidad significativa entre experimentos. 
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TABLA 7 DATOS INDIVIDUALES DEL EFECTO DE 
PARA LAS TRES DOSIS EMPLEADAS (100, 
SOBRE LA DISMINUCION DEL IM CAUSADO 
RADIACION GAMMA. 

LA CLORDFILINA 
50 Y 10 µo/ol 
POR 1.0 Gv DE 

DOSIS lOOµg/g SOµg/g lOµg/g 

EXP EXP EXP F.XP EXP EXP 
GRUPO 1 2 1 2 1 2 

HETAFA/ HETl\Fl\/ HETAFA/ HETAFA/ METAFA/ HETAFI\/ 
1000 c. 1000 c. 1000 c. 1000 c. 1000 c. 1000 e, 

42. 37 38.44 47.15 38,84 4.7. 15 38,84 

36.07 41. 03 43.86 37,73 43,86 37.73 
CONTROL 36.73 43.22 46.93 37,00 46. 93 37,00 

41.76 41. 62 40,58 32.97 40.58 32.97 

39.80 44.. 01 42.69 34.63 41.25 39,26 

CLOROFI 
36.90 44.. 52 49.27 36,05 45,63 37.78 

34.80 4.3. 54 48,62 39,31 *37,08 40.24 

40.50 37.66 *35.75 34.37 41. 65 35,70 

·29.76 *28.48 37,50 *28,94 *37,50 •28,9'1 

*25.30 *28. 98 *34.73 *28,80 *34.. 73 *28,80 
IRRADIA *27.26 *31. 52 *38.17 *24.88 *38,17 *24.,88 

*27.30 *32.04 *25,51 *25,51 

41.66 40.19 40.84 37,81 49. 75 40.77 

CL0-1 RR. 
41.00 40. 67 47.57 35.09 44.. 01 41.58 

39.90 43. 00 4.5.23 41. 78 *50,66 43.71 

37.60 *36.99 40.80 39.36 42.30 41, 98 

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY. 
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TABLA B DATOS INDIVIDUALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA 

•• .. 

··• 

PARA LAS DOSIS DE 5 Y 1 µG/G, SOBRE LA DISMIN\JCION 
DEL IM CAUSADO POR 1.0 Gy DE RADIACION GAMMA. 

DOSIS Sµg/g 1µg/g 
1 

GRUPO EXP 1 EXP l. 

YH (HET/1000 CEL) (HET/1000 CEL) 

34.86 34.86 

30.64 30.64 
CONTROL 33. 89 33.89 

33.07 33.07 

34.32 33.01 

CLOROFI. 
31. 85 37.37 

34.70 30.35 

35.48 34.99 

e • 24. 56 24.56 

* 27.06 • 27.06 

IR.RADIA. • 27.19 * 27 .19 

* 28. 03 • 28.03 

• 27.47 • 28.91 

•.. '· CLO- 1 RRAD. * 26. 70 • 28.28 

30,81 * 29,9G 

• 23.21 • 28.19 

* P<0,05 PRUEBA DE ANOEVA SEGUIDA DE TUKEY, 
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TABLA 9 EFECTO DE LA CLDROFILINA SOBRE LA DISMINUCION DEL 
INDICE MITOTICO CIMl. POR RADIACION GAMMA. 

EXPERIMENTO GRUPO 

2 

2 

2 

CONTROL 

CLOROFI. 

IRRADIA. 

CLO-IRRA.D. 

CONTROL 

CLOROFI. 

IRRADI/\., 

CLO-IRRAD. 

CONTROL 

CLOROFI. 

IRRADIA, 

CLO- I RR1\D. 

COHTROL 

CLOROFI. 

IRRADIA. 

CLO-IRRAD. 

CONTROL 

CLOROFI. 

IRRADIA. 

CLO-IRRAD. 

CONTROi .. 

CLOROFI. 

IRRADIA. 

CLO-IRRAD. 

N 4 RATONES POR GRUPO 

IH 
CLOROFILINA RADIACION MET/lOOOCEL 

(µg/g) 
o.o 

100.0 

o.o 
100.0 

o.o 
100,0 

o.o 
100.0 

o.o 
so.o 
o.o 

so.o 
o.o 

so.o 
o.o 

so.o 
o.o 

10.0 

o.o 
10.0 

º·º 
10.0 

o.o 
10.0 

(Gy) 

o.o 
o.o 
1.0 

1.0 

o.o 
o. o 
l. o 
l. o 
o. o 
o.o 
l. o 
l. o 
o. o 
o.o 
1.0 

l. o 
o.o 
o.o 
1.0 

1.0 

o.o 
o.o 
l. o 
1.0 

X ± s 

39.2313.29 

38,00±2.64 

*27,40!:1.82 

39.81±1.86 

41.08±1.99 

42,66±3,38 

*30.ZS:tl.78 

40.21±2,47 

44.63±3.09 

44..08:!:6.29 

*36,80!:1,82 

43.61±3.36 

36.63!:2.55 

36.09±2.27 

*27.03±2.13 

38.51±2.80 

44.63:!:3.09 

41.40±3.49 

*36.80±1.82 

46,68±4.14 

36.63±2.55 

38.24!:1.97 

*27.03±2.13 

42,01±1.24 

~ P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA, SEGUIDA DE TUKEY. 
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La tabla 10 muestra los resultados globales obtenidos por 

grupos del efecto de la clorofilina sobre la disminución del 

IM, causado por la radiación, donde se observa q\.1e el IM para 

el grupo control fue de 40.39±3.36 met/1000 ccl. y para los 

irradiados de 30.37±3.91 met./1000 cel., lo cual resultó 

significativo. A los grupos que se les administró clorofilina 

a dosis de 100, 50 y lOµg/g e irradiación, se encontraron 

valores de 40.12±1.86, 41.06±3.69 y 44.34±3.53 met/1000 cel. 

respectivamente, los cuales no fueron significativos. Por lo 

tanto las dosis de 100, 50 y lOµg/g de peso protegen a las 

células de la médula ósea de la disminución del IM causado por 

la radiación. 

TABLA 10 PROMEDIOS GLOBALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILJNA SOBRE 
El INDICE MITOTICO, POR 1·0 Gv DE RADIACION GAMMA. 

GRUPO 
N 

CLOROFILIUA RADIACION IH 

(µg/g) (Gy) ;¡ ± s 

CONTROL 16 o.o o.o 40.39!3,36 

CLOROFI. 8 100.0 o.o 40.32t3.51 

CLOROFI. 8 so.o o.o 40.08!5,72 

CLOROFI. 8 10.0 o.o 39.82!2.92 

IRRADIA. 15 o.o 1.0 *30.37±3.91 

CLO-IIU'.AD 8 100.0 1.0 40. 12:!:1. 86 

CLO-IRRAD 8 so.o 1.0 41. 06±3, 69 

CLO-IRRAD 8 10.0 1.0 44.34±3.53 

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY. 
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La tabla 11 muestra los promedios globales del efecto de 

la clorofilina, para las dosis de 5 y lµg/g sobre la 
disminución del IM, causado por la radiación, con ratones a 
los cuales no se les administró BrdU y mayores de dos meses, 
donde al igual que la tabla anterior los valores obtenidos 
para el grupo irradiado (26. 71:!:1.29), resultaron 

significativos comparados con los controles (JJ.ll:!:l.56). Por 
otra parte los valores para los grupos tratados con 

clorofilina 5 y lµg/g e irradiación (27.05:!:2.70 y 28.83±0.71 

respectivamente) , resultaron significativos comparados con los 

controles. Por lo tanto las dosis de 5 y 1 µg/g de peso 

corporal de clorofilina, administrada a ratones sin BrdU y 

mayores de dos mes~s, no protege a las células de la módula 
ósea de ratón de la disminución del IM causado por la 

radiación, cabe aclarar que este experimento sólo se realizo 
una vez. 

TABLA 11 PROMEDIOS GLOBALES DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE 
EL INDICE MITOTICO, POR 1.0 GY DE RADIACION GAMMA. 

GRUPO 
N 

CLOROFILINA RADIACION IM 

(µq/q) (Gy) ;¡ < s 

CONTROL 8 o.o o.o 33.11!.l.56 
CLOROfl, • s.o o.o 34.08!.J..35 
CLOROFI. • 1.0 º·o 33.93!2.57 
IRRADIA. 8 o.o o. o *26.71±1.29 
CLO-IRRAD, 4 s.o o.o *27.05±2.70 
CLO-IRRAD, • 1.0 o.o *28.83:!:0.71 

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY. 
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4.3) Efecto Sobre el ~GP 

La tabla 12 muestra el comportamiento individual del 

efecto de la clorofilina, para las dosis de 100, 50 y lOµg/g, 

sobre el TGP, por 1.0 Gy de radiaci6n gamma, observándose poca 

variabilidad individual y entre experimentos, la cual no fue 

significativa. 

Estas tL1.blas al igual que las 4, 7 y 8 únicamente ae 

anexan para análizar el comportamiento individual por grupo. 

La tabla 13 muestra los promedios por grupo obtenidos del 

efecto de la clorofilina para las dosis de 100, 50 y lOµg/g, 

sobre el TGP, por radiación gamma, donde se puede obse.rvar que 

los resultados son reproducibles ya que no existió 

variabilidad significativa entre experimentos. 
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TABLA 12 DATOS INDIVIDUALES DEL EFECTO DE LA CLDROFILINA PARA 
LAS TRES DOSIS EMPLEADAS 1100. 50 Y 10µG/Gl, SOBRE EL 
TGP, CAUSADO POR 1.0 GY DE RAOIACION GAMMA. 

DOSIS 100Ug/g soug/g lOug/g 

EXP EXP EXP EXP EXP EXP 
GRUPO 1 2 1 2 1 2 

TGP TGP TGP TGP TGP TGP 
(Hrs) iHrs) (Hrs) (Hrs) (Hrs} (llrs) 
12.06 12.02 11. 94 12.24 11.94 12.24 

12.31 12.39 12. 14 12.26 12.14 12.26 
CONTROL 11. 88 12.03 11. 96 12.24 11.96 12.24 

"12.0Z 12.32 12, 3:7. 12.32 12.32 

'"10. 93 * 9. 27 * 9. 13 :*10,15 *10,39 1 * 9. 94 

CLOROF 1 • *11,04 * 9,85 . 9,14 . 9, 95 *10. 30 *10.27 

11.61 . 9.60 . 8,62 * 9. 77 *10.58 •10.09 

*10.24 * 9. 41 * 10. 01 *10.36 *10.4& •10.19 

11. 84 12.70 12. 14 •12.99 12,74 ,..12. 99 

12.0B 12. 81 12. 58 12.58 12,58 12. 58 
IRRADIA. 12.08 12.59 *10.86 *13.02 *10,86 *13.02 

12.18 12.77 

•10. 68 • 10. 69 *10, 69 ..-11. 61 • 9,33 •10. 97 

CLO-IRRAO 
*11,41 *10.71 * 9,83 •11.12 *10.73 *10.76 

*10.96 *10.27 *10.01 *11.18 *10.97 *10.51 

•10.s1 *10.79 *10.66 *11. 65 *10.19 

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY. 
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TABLA 13 EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE EL TGP CAUSADO POR 
RADIACION GAMMA. 

EXPERIMENTO GRUPO CLOROFILINA RADIACION T G P 

(µg/g) (Gy) X t s 

CONTROL o.o o.o 12. 08!0. 21 

CLOROFI. 100.0 o.o *10. 95±0. 56 

IRRADIA. o.o l. o 12. 04±0.14 

CLO-IRRAD 100.0 l. o •10. 96±0. 31 

CONTROL o.o o.o 12.11±0.18 

2 
CLOROFI. 100.0 o.o . 9.53±0.25 

IRRADIA. o.o 1.0 12. 71!0. 09 

CLO-IRRAD 100.0 l. o *10.61!0.23 

CONTROL o.o o.o 12. 09±0. 18 

CLOROFI. so.o o.o . 9. J"HO. 62 

IRRADIA. o.o 1.0 12. 06!1. 04 

CLO-IRRAD so.o l. o *10. 30±0, 44 

CONTROL o.o o.o 12. 27!0. 03 

2 
CLOROFI. so.o o.o *10. 0610, 25 

IRRADIA. o.o 1.0 12. 86±0. 24 

CLO-IRRAD so.o l. o ~11. 54!0. 25 

CONTROL o.o o.o 12. 09!0. 18 

CLOROFI. 10.0 o.o *10. 43±0.12 

IRRADIA. o.o l. o 12. 06±1. 04 

CLO-IRRIJl 10.0 l. o •10. 31±0. 72 

CONTROL o.o o.o 12.27!0.03 

2 
CLOROFI. 10.0 o.o •10.12±0.14 

IRRADIA. o.o 1.0 12. 86!0. 24 

CLO-IRRAD 10.0 l. o *10. 75!0. 23 

N-4 RATONES PO GRUPO 

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUIDA DE TUKEY. 
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La tabla 14 muestra los promedios globales de los grupos, 

del efecto sobre el TGP para las dosis de 100, 50 y lOµg/g de 

clorofilina vs radiación, de donde no se pudo apreciar efecto 

radioprotector de la clorof ilina ya que ésta acelera el tiempo 

de división celular significativamente comparado con los 

controles de 12.15!0.0B hrs. de los controles a alrededor de 

10.07!0.25 hrs. en los tratados con clorofilina. Este 

parámetro no se tomó en cuentil, para determinar el efecto 

radioprotector, ya el efecto de la clorofilina encubrirla el 

de la radiación. Ademas de que la radiación retardo el TGP 

pero no significativamente. 

TABLA 14 PROMEDIOS GLOBALES DE EL EFECTO DE LA CLOROFILINA 
SOBRE EL TIEMPO GENERACIONAL PROMEDIO CTGPl. POR 
RADIACION GAMMA. 

GRUPO N CLOROFILIHA RADIACION T G P 

(un/al IGvl X± s 

CONTROL 15 o.o o.o 12.15±0.08 

CLOROFI, 8 100. o o.o *10.2410.71 

CLOROFI. 8 so. o o.o . 9.71:!:0.34 

CLOROFI. 8 10. o o.o *10.27±0.15 

IRRADIA. 14 o.o 1.0 12.69:!"0.19 

CLO-IRRAD. 8 100. o 1.0 *10.7810.17 

CLO-IRRAD. 8 so.o 1.0 *10.9210.62 

CLO-IRRAD. 7 10.0 1.0 *10.53±0.22 

* P<0.05 PRUEBA DE ANDEVA SEGUID~ DE TUKEY. 
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5 ) Comparación del efecto de la clorofilina sobre la 

inducción de ICH y la modificación del IM, por radiación gamma 

y el efecto de la clorofilina sobre el TGP. 

La inducción de ICH después de la radiación, resultó ser 

significativa respecto al control, sin embargo, está inducción 

se protegió con el tratamiento de clorofilina (lOOµg/g), al 

administrarla 4. 5 hrs. antes de irradiar, ya que se proteg i6 

el 100% a las células de la inducción de !CH. La dosis de 

SOµg/g aun protege a las células pero sólo un 51.86\ y la 

dosis de lOµg/g ya no protege a las células. 

Con respecto al IM, la radiación disminuyó la división 

celular significativamente. La administración de la 

clorofilina para las tres dosis empleadas (100, 50, y 10µ.g/g), 

protege hasta un 100% a L:i.s células de la disminución del IM, 

causado por la radiación. Y las dosis de 5 y 1 µ.g/g de 

clorofilina ya no protegieron a las células de la disminución 

del IM causada por la radiación. 

Por lo que la clorofilina es capaz de proteger a las 

células del mecanismo o mecanismos de daño producidos por la 

radi3ci6n, que inducen ICH y disminuyen el IM. 

Sin embargo la clorof ilina acelera el TGP aproximadamente 

hrs., por lo que no puede determinar su efecto 

radioprotector. 
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VD voscusoo~ VE RESULTADOS 

1DETERMINACIAN DE LA .CLOROFILINA. 

Aplicando protocolos previamente establecidos para la 
dete::-minaciCn de ICH, por medio de la tinci6n diferencial de 

las crornáLidas hermanas (Morales-Ramirez, 1980 y 1983), no se 

logró una buena tinción diferencial a los ratones que se les 

npli...·6 clor:1filina IJ,5 hrs. antes de la aplicación de BrdU 

(Tabla No. l}, observándose también la presencia de algunas 

metafases con tres tonos. Por lo que basándonos en el 

principio df~ la tinción diferencial en tres tonos se supuso 

que existía un impedimento parn que la BrdU se absorbiera 

normalmente cuando la concentración de clorofilina era alta 

cuasando el efecto de adsorción a bajas dosis de BrdU y 

después de: que la clorofilina se absorbia casi totalmente, la 

BrdU se podia absorber más rápidamente, provocando el efecto 

de dosis alta, Lo que produjó rnetafases en tres tonos. 

A partir de lo anteriormente expuesto, las posibles 

explic<!cioncs a este suceso son: a)que tal vez existia una 

competencia en la cavidad pcritoneal por los sitios de 

absorción entre BrdU y la clorofilina, b)quc la competencia de 

absorción fuera a nivel celulnr. 

Por lo que se determinó la cinética de absorción de la 

clorofilina para establecer el tiempo en el cual la 

interferencia entre la BrdU y clorofilina se redujera al 

maximo. La figura muestra el comportamiento e.le la 

clorofilina en la cavidad peritoneal y en la sangre, 

encontrándose que a las 4.5 hrs., la clorofilina ya habla sido 

absorbida casi totalmente de cavidad peritoneal y se 

encontraba la mayor concentración en sangre, por le que este 

fué el tiempo seleccionado pan1 modificar el protocolo. Los 

resultados obtenidos confirman que existia una competencia en 

la cavidad peritoneal por los sitios de absorción entre la 

BrdU y la clorofilina (tabla 1), al observar que el grupo al 
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cual se le inyectó la clorofilina 4 .. 5 hrs. antes de la 

inyección de BrdU present6'una buena tinci6n diferencial. 

2,TIEMl'O DE IRRADIACION 

El tiempo real de irradiaci6n en el Vick-Rad 60 co, 

emplead6, fué de 25 seg. Al realizar el promedio de la 

dosimetria proporcionada por el !NIN se obtuv6 1. 07 Gy, lo 

cual resultó ser lo esperado aproximadamente. 

3. EFECTO DE LA CLOROFILINA 

La clorofilina administrada a dosis de 100, 50 y lOµg/g 

de peso corporal a los ratones, no indujo ICH, ya que no hubo 

efecto significativo comparado con el control, lo que 

concuerda con el hecho de que los ratones no presentaron 

signos de toxicidad. Ong et al. (1986) y Zimmering et al. 

(1990), tampoco han encontrad6 toxicidad de la clorofilina en 

Salmonella y D. melanagaster. Por otra parte La clorofilina 

tampoco presentó ningún efecto sobre el IM, lo cua 1 concuerda 

con autores como ong, et al. (1986), ya que no encontraron 

inhibición en el crecimiento celular por la clorofilina. 

Ha se ha encontrado relación entrf:.! la indución de ICH, el 

retardo mitótico y la variación del TGP, causados por 

radiación (Morales-Hamirez, 1984), esto concuerda con nuestros 

resultados ya qt.1c la respuesta a la radiación de estos tres 

parámetros fué independiente y distinta para t.:ada uno de 

ellos, al igual que la respuesta de radioprotección cuando se 

les administró clorofilina. Por una parte la dosis alta de 

clorofilina (lOOµg), fué la única que protegió en un 100\ a 

las células de la inducción de ICH causados por radiación. Sin 

embargo las tres dosis empleadas de clorofilina ( 100, 50 y 

lOµg/g), fueron capaces de proteger en un 100% la disminución 

85 



del IM causado por la radiación. Y finalmente las tres dosis 

de clorofilina empleadas (100, 50, y lOµg/g), aceleraron el 

tiempo de división celular. Estas tres respuestas distintas, 

confirman que no existe ninguna relación directa sobre el 

efecto de la radiación en los tres parámetros determinados. 

Al haber acelerado la clorof i 1 ina el TGP, descarta la 

posibilidad de que el mecanismo antimutagénico de la 

clorofilina sea retrasando el tiempo de división celular, pero 

abre la posibilid<ld de que al acelerarlo, tal vez son má.s 

rápidamente sustituidas las células maduras por las 

primordiales, ya que se ha reportado que la aceleración del 

tiempo de división puede ser un factor importante en los 

mecanismos antimutágenos (Selrnan,1983). 

Por otra parte, tal vez el tiempo que se acelera la 

división celular, no tiene nada que ver con el mecanismo 

radioprotector de la clorofilina. Además de que es importante 

conocer el mecanismo por el cual la clorofilina acelera la 

división celular y el mecanismo por el cual radioprotege, para 

poder relacionarlos. 

4._ EFECTO DE LA CLOROF!LINA VS R/\OIACION GAMMA 

4.1 INDUCCION DE ICH 

Se ha demostrado que la radiación gamma induce ICH, desde 

dosis muy bajas a dosis altas (Gota, et al .• ~975; Abrarnovsky 

et al . • 1978; Hafez y Elnabi, 1986 y Morales-Ramirez, et 

al. ,1984). En este trabajo se observó que la radiación induce 

un ICH más por metafñse, y aunque la inducción no fué tan alta 

(hasta J ICH), como en otros trabajos (Morales-Ramirez et 

al.,1984), pero si fué constante, reproducible y significativa 

como lo muestran las tablas 5 y 6. 

En los grupos control y clorofilina (lOOµg/gr) la 

distribución de frecuencias se ajusta a la de tipo Poisson, 
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para el grupo irradiado la curva se desplaza hacia frecuencias 

mayores hasta do 10 y 11 ICH/cel., resu1tando significativo al 

realizar la prueba de X2 (Fig. 2J). Para el grupo clorofilina 

la distribución se ajusta a la de tipo Poisson similar a la 

del grupo control (no significativo), lo cual indica que la 

clorofilina no tiene efecto sobre 13 distribución de ICH. En 

el grupo clorofilina-irradiado (lOOµg/g), la distribución de 

frecuencias también se ajusta a la de tipo Poisson, pero no 

perfectamente, lo cual indica el efecto de la radiación que la 

clorofilina no pudo proteger (Fig. 23). 

Se ha reportado la inhibición de sustancias formadoras de 

radicales libres; como la hidroxilamina, hidrazina 

isoniazida, por la cisteina, lo que sugieren que la propiedad 

reductora de la cisteina inhibe la actividad de estos 

radicales libres y super-oxides. 

reduzca los !CH inducidos por 

infererir qu.:'.! los radic.:iles 

El hecho de que la ciste1na 

estas sustancias, permite 

libres y peróxidos están 

involocrados directamente en la inducción de ICH (Speit, ec 
al.,1980). 

La clorofilina demostró ser capaz de proteger a las 

células hasta un 100% de los ICH radioinducidos con la dosis 

de 100µ.g/g (Tabla 6), lo cual indica que los ICH son causados 

por efecto indirecto de ld rudiación, tal vez por la 

producción de radicales libres. A partir de que la .inducción 

de ICH se origine por la producción de radicales libres 

generados con la radiación, entonces tal vez el mecanismo de 

radioprotección de la clorofilina sea por la captura de estos 

radicales libres, lo cual concuerda con Bronzetti et al. 

(1988), que proponen la captura de radicales libres como el 

me~anismo antimutágenico de la clorofilina. Este mecanismo de 

protección ya ha sido propuesto para la cisteamina en la 

inducción de !CH por radiación, encontrando una protección 

hasta del 100% (Mendiola-Cruz y Morales-Ramirez,1989). 

Si la clorofilina captura los radicales libres formados 

por la radiación, entonces ésta evita la formación de aductos 
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y en general lesiones en el ADN que producen ICH. 

El efecto radioprotector de la clorof ilina sobre la 

inducción de ICH resultó ser dosis-dependiente ya que la dosis 

de lOOµg/g protegió el 100%, la dosis de SOµg/g, solamente el 

51.86% y la dosis de 10 µg/g ya no protegió a las células de 

la inducción de ICH causados por la radiación (Figura 22). 

4.2. EFECTO SOBRE EL IH 

El IM mide la capacidad reproductora y constituye un 

indice confiable de la radiosensibilidad celular. 

Al exponer· a las células a 1 Gy de radiación, el IM se 

disminuyó significativamente comparado con los controles, lo 

cual sugiere que existe una disminución en el número de 

células en división de aproximadament:e 75. 19%, esto 

concuerda con Morales-Ram1rez, et al. (1983), ya que tarnbien 

encontraron una disminución en el IM causada por la radiación. 

En este trabajo encontramos que la clorofilina puede 

proteger a las células del efecto d:e lu radiación sobre la 

proliferación celular, ya que las dosis empleadas de 

clorofilina (100, 50 y lOµg/g), presentaron un comportamiento 

similar a los controles en cuanto al IM (Tabla 10). Las dosis 

de 5 y lµg/g ya no protegen a las células del efecto causado 

por la radiación sobre el IM, para ratones a los que no les 

administro BrdU y mayores de 2 meses (Tabln 11). 

Con respecto a este paramétro existe controversia ya que 

por un lado Piatra et al. (198?) y Vergrocsen et al. {1962), 

encontraron en células de Hamstc.r·s chino y humanos 

respectivamente, que se puede proteger a las células de la 

muerte celular inducida por radiación. Sin embargo, Eker y 

Phil (1964), reportaron que no se puede evitar el daño celular 

radioinducido que provoca muerte celular. Mendiola-cruz y 

Morales-Ramirez (1987), reportan que la disminución del IM 

causado por radiación in vivo es un efecto directo y que por 
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lo tanto no puede haber radioprotecci6n. 
Se puede inferir en nuestros resultados que la muerte 

celular ocurrida por efecto de la radiación no se manifestó 

severamente, lo que puede estar relacionado con la baja 

inducción de ICll y el no significativo aumento en el TGP. 

otros autores {Morales-Ram1rez, 1984), han encontrado con la 
misma dosis da radiación una inducción de hasta tres 

intercambios más por célula, una mayor disminución en el IM y 

un aumento significativo del TGP. Esto probablemente se debe a 
las condiciones de experimentación, específicamente de 

irradiación. 
A pesar de que los tres parámetros aqui determinados son 

eventos citogenéticos y pueden estar relacionados, cada uno de 

ellos indica diferentes aspectos celulares y no se puede 

establecer una comparación directa. 

4. 3 EFECTO SOBRE EL TGP 

El efecto radioprotector de la clorofilina para el TGP no 
se pudo determinar ya que la clorofilina acelera el tiempo de 

división celular aproximadamente 2 hrs., lo cual resultó 

significativo comparado con el control, y par otra parte 

aunque la radiación retardó el tiempo de división celular, 

este no fue significativo {0.54 hrs.), respecto al control. Si 

nosotros midieramos esto, no estariamos hablando de protección 
sino de una compensación. 

La discusión sobre las posibles causas y efectos de este 
parámetro se llevo acabo anteriormente. 
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5. COHPARACION DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE LA INDUCCION 

DE ICH Y LA HOOIFICACION DEL IH, POR RADIACION GAHHA, ADEMAS 

DEL EFECTO DE LA CLOROFILINA SOBRE EL TGP, 

Respecto a la comparación del efecto de la radiación gamma 

para los tres parámetros, es evidente que cada uno de ellos 

sufre modificaciones, ya que se observó inducción de ICH, 

disminución del IM y poco retraso del TGP (no significativo}. 

Analizando el efecto de la clorofllina sobre estos eventos 

se encontró que la inducción de ICH y la disminución del IM, 

fueron inhibidos en un 100% por la clorofilina, al ser 

administrada 4.5 hrs. antes de irradiarse y que el mecanismo 

probablemente fué por captura de radicales libres. Que la 

clorofilina acelera 2 hrs. la división celular, mientras que 

la radiación retarda únicamente 0.54 hrs. hrs. la división 

celular por lo que no ~e puede determinar una 

radioprotección. 

Dado que la Qnica dosis de clorofilina que protegió el 

100% la inducción de los ICH fue la de lOOµg/g, que las tres 

lOµg/g), protegieron la 

y que las tres dosis de 

aceleraron el tiempo de 

dosis de clorofilina {100, 50 y 

disminución del 

clorofilina (100, 

IM en un 100%, 

50 y lOµg/g), 

división celular, sugiere que dichos eventos ocurren de manera 

independiente y que no hay correlación entre la modiffcación 

de los tres parámetros. 

La inducción de ICH y la disminución del IM, constituyeron 

una respuesta clara del efecto de la radiación gamma, a 

diferencia de la respuesta de la radiación sobre el TGP. 

6, EFECTOS COLATERALES DE LA CLOROFILINA 

La clorofilina no presentó efectos tóxicos, ya que los 

organismos a los que se les administró tuvieron una apariencia 

semejante a la de los controles. 
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Respecto a la respuesta citot6xica, la clorofilina 

aceleró el tiempo de división celular de la médula ósea en los 

ratones. Otros Autores como Ong et al. (1986), zimrnering, et 

al. (1990}, han reportado nulo efecto citotóxico de la 

clorofilina. Pero cabe resaltar que las condiciones 

experimentales son determinantes para poder comparar 

resultados, ya que el tipo celular, el tipo de organismos, las 

concentraciomes empleadas, la temperatura, el pK, el pH, la 

concentración de oxigeno, la realización del experimento in 

vivo o in vitro etc., influyen directamente sobre el tipo de 

respuesta. 

El ünico trabajo que precede a este es el realizado por 

Zimmering et al. (1990), en el cual observaron radiprotección 

de la clorofilina sobre la inducei6n de mutaciones en las alas 

de D. melanogaster (prueba de SMART), resultando ser la primera 

evidencia del efecto radioprotector de la clorofilina. 

Nuestro trabajo rcpresentu la primera evidencia del efecto 

radiaprotector probado en mamiferos in vivo (células de médula 

ósea de ratón), sobre l& inducción de ICH y reducción del IM 

causado por la radiación. Las aportaciones al estudio de 

la clorofilina de este trabnjo san: 

-Le confiere además de antimutágeno, la propiedad de 

radloprotcctar a la clorofilina. 

-Reafir!na la rad.ioprotección de la clorofilina. 

-se encuentra radioprotecci6n también en mamíferos, no solo en 

moscas. 

-Aporta evidencias más directas sobre el posible mecanismo de 

radioprotección de la clorofilina. 
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VDD COCLUSDD~ES V CO~E~TARIOS 

Por lo tanto se puede considerar bajo nuestras condiciones 

de trabaj? la~_ siguien_tes conclusiones: 

l. La clorofilina protege a las células de la inducción de ICH 

causados por radiación gamma, en forma dosis-dependiente. 

2. La inducción de ICU y la disminución del IM, causados por 

radiación es provocado por v1a indirecta. 

3. El mecanismo de formación de ICH y disminución del. IM es 

probablemente vla radicales libres, por lo que el mecantsmo 

de acción de la radioprotección de la clorofilina es 

probablemente por captura de radicales libres. , 

4. La clorof ilina per se acelera el TGP, pero pero no tiene 

efecto sobre la inducción de ICH, ni sobre el IM. 

5. Dado que la dosis de clorofilina que protege la inducción 
de ICH y el IM, son diferentes, indica que no existe 

relación entre el daño inductor de ICH y el retardo 

rnit6tico. 
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