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En los sistemas bioldégicos el dafio oxidativo puede ocurrir
debido a la presencia de altos niveles de superéxidos, radicales
hidréxilo libres y peréxidos de hidrégeno, los cuales pueden

oxidar moléculas blanco en las células vivas,.

Los agentes protectores para este tipo de dafio que han sido
mas estudiados son los antioxidantes como las vitaminas E.C y A,
Y numerosos compuestos peolifenédlicos, ya que estos compuestos
"“limpian" directamente de reactivos oxidantes. El &cido
Nordihidroguayardtico es un polifenol que se encuentra en forma
natural como exudado resinoso de muchas plantas, principalmente
en las especies de Guaiacum officinale. Guajiacum sanctum, y de
Larrea divaricata. Debido a sus propiedades fisico-quimicas se
utiliza como antioxidante de grasas animales, aceites vegetales y
de proguétos lacteos, también entre sus propiedades se descubrio
que es un efectivo antimutdgeno en el sistema de Ames contra
sustancias tan variadas como la aflatoxina Bl, el benzo(a)pireno
Y el metilmetanosulfonato., y como agente antitumoral en ratas
SENCAR.

En el presente estudio se evalué el grado de genotoxicidad

de ésta sustancia en cultivos de linfocitos humanos provenientes



de dos donadores distintos, a diferentes concentraciones del
&cido (0.0, 1.1, 3.6. 6.7, 13.5 y 27.0 uM) evaluédndcse la
frecuencia del intercambio entre cromédtides hermanas (ICH). Los
resultados muestran que en ambos donadores se vié un aumento en
la frecuencia de ICHs en relacién a la concentracion empleada, y
no existieron diferencias en la respuesta a la accion del 4cido

Nordihidroguayarético.
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1. INTRODUCCION .

1.1. MUTACIONES Y CARCINOGENESIS.

Como sabemos, todos egtamos expuestos a una gran variedad de
agentes quimicos que pueden dafiar de manera severa nuestra
salud. (21.44) Entre estas substancias perjudiciales, tenemos
aquellas que provocan dafio al material gendtico, y que por lo
tanto, sus efectos pueden no solo dafiar a un individuo, sino
tambidn a su descendencia. A estas substancias se les conoce como
substancias mutagénicas.

Las mutaciones ason cambios producidos en el almacédn de
informacién genética, en el Acido Desoxirribonucleico (ADN) de

las células. (29)

Son varios los tipos de mutaciones. Algunas involucran
cambios bien definidos de una sola base en la molécula de ADN y,
otros consisten en supresiones o duplicaciones de un pequefio o un
gran numero de nucleétidos. Asi. el teérmino mutacién en este
amplio sentido incluye cambios 0 supresion de nucledtidos unicos
dentro de un gene (mutacién de punto o génica) o grandes
anormalidades cromosémicas, las cuales pueden ser observadas bajo

el microscopio. (26)




Las consecuencias genéticas de una mutacion dependen del
tipo de célula que es afectada. El efecto de una mutacion
somAtica puede estar limitada al individuo en el cual ésta ha
ocurrido. mientras que una mutacion en una célula germinal puede

ser transferida a la descendencia. (26.29)

Una mutacién somdtica puede en algunos casos, conducir a
la muerte de la célula en la cual) ésta ha ocurrido. En otros
casos la célula sobrevive y si ésta continda div'id{andose. se
formard una clona de cdlulas mutantes. Esta clona puede ser
inocua o ejercer un efecto negativo sobre el indiyiduo. por
ejemplo, si la mutacién implica una transtomci&n maligna de las

células. (26.29)

" La Genotoxicologia estudia en forma sistematica el efecto
potonéial udver:uo.de.lo-s .factoroa ambientales en el material
gendtico de los seres vivos. Estos factores incluyen:
radiaciones, drogas terapduticas, compuestos de uso industrial:;
compuestos de origen natural; fertilizantes Y pesticidas;

radicales libres endégenos: iones metdlicos; etc. (11,32)

La interaccion de los agentes genotéxicos con el &cido
desoxirribonucleico (ADN) puede tener resultados muy variados
por ejemplo rupturas, modificacién de las bases que lo
constiéuyen. enlaces cruzados con otras moléculas, etc Estas
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lesiones pueden producir cambios en la estructura de los
cromosomas o la creacion de micronucleos en las celulas: asi
mismo. pueden causar mutaciones o que las células se hagan

malignas. (25.26)
1.1.2. MUTACIONES SOMATICAS Y CANCER.

Aunque la evidencia directa del origen mutacional de las
enfermedades somadticas en el hombre es limitado, las inferencias
de resultados experimentales sobre otros organismos representan
un fuerte apoyo para considerar que algunas enfermedades
verdaderamente tienen su rafz en las mutaciones. Esto es
particularmente verdadeoro para la relacioén entre mutaciones
somdticas y cancer; en donde en primer lugar el andlisis de la
activacién de oncogenes, a indicado fuertemente que alteraciones
especificas del ADN y de los cromosomas estén involucrados
intimamente con procesos carcinog®nicos. Datos experimentales
sobfe mutagénesis quimica y carcinogénesis conducen a la
consideraciéon de que factores mnmutagénicos son importantes en

carcinogénesis. (7,29,42)

Estas circunstancias sugieren que ciertos canceres humanos
pueden ser prevenidos por la identificacion de agentes
mutagénicos en el ambiente. y protegiéndo a la humanidad de la

exposicion a dichos agentes. Las sustancias quimicas peligrosas



no =e encuentran en forma individual en e! ambiente., a
menudo se encuentran en combinacién con otros quimicoes y otros
agentes, los cuales pueden activar o inhibir efectos mutagénicos
y carcinogénicos. (37) Estas interacciones son de importancia, ya
que la induccion quimica de mutaciones es precedida por una serie
de eventos que involucran biotransformacién y formacién de
metabolitos reactivos, estos pueden reaccionar con el ADN, con
los mecanismos de reparacion del ADN e influir en la seleccién
de cdlulas iniciadas. Los .diferentes agentes quimicos pueden
actuar sobre diferentes sitios especificos en este procesoy

pueden inducir o inhibir la mutagenicidad. (22,40.42)
1.1.3. CARCINOGENESIS.

El c&ncer se caracteriza por una nultiplicacién celular
anormal, (47) mientras que la multiplicaccién de las celulas
normales estd regulada por mecanismos ' de control muy
estrictos. Se ha comprobado que el crecimiento equilibrudo Y
la division de las células normales depende en gran parte de
la presencia en el medio extracelular de ciertas sustancias,
casi siempre proteinas de bajo pea.o molecular. que reciben
el nombre génerico de "factores de crecimiento". En cambio, en
_las células cancerosas los sistemas de control del ciclo celular
se han relajado, hasta el punto de hacerse i.ndependientea de los

factores de crecimiento normales en muchas ocasiones. (4.45)



Los rfactores de crecimiento actuan desds el exterior de la
célula e interactuan directamente con componentes estructurales
de la membrana celular (los llamados "receptores”). El mensaije
bioquimico transmitido por un factor de crecimiento lo transfiere
a) receptor hacia el interior de la célula. La sefial bioquimica
pasa luego a través de uno o varios transmisores intracelulares y

provoca la adecuada respuesta celular. (4.45)

Los canceres humanos comienzan por la accion de oncogenes,
versiones alteradas de genes normales (proto-oncogenes). A veces
un oncogen se activa tras sufrir una  ‘“mutacién puntual”: se
altera un pequefio segmento del gen al recibir radiacién
( electromagnética: rayos X y rayos gamma, Yy radiacion por
particulas subatémicas: electrones, protones. neutrones y
particulas alfa), o al actuar sobre &! un carcinégen§ quimico.

(45)

El mecanismo de carcinogénesis involucra procesos muy
complejos. La carcinogénesis quimica puede ser s ubdividida como
minimo dentro de dos etapas. la de iniciacion y la de promocion.
En la etapa de iniciacion, un carcinogéno es ligado al ADN
formandose un aducto ADN-carcinogéno y como consecuencia una
alteracion en el genoma. La etapa de promocién incluye una o més
exposiciones al mismo iniciador o aun a sustancias no

relacionadas llamadas 'promotores" que completan la conversion



de una célula al estado neoplasico. (22.36) Entre los promotores
mis conocidos se encuentran: el peroéxido de hidrogerfo: el plomo y
el cadmio: los esteres de forbol: asbestos; perdxidos; el

fenobarbital y la radiacioén ionizante. (3)

Se ha postulado que ciertos promotores de carcinogénesis
actian generando radicales oxigeno y como consecuencia la
peroxidacion de lipidos. La peroxidacion de lipidos afecta todos
los aspectos dq la organizacién celular, incluyendo la membrana,
la estructura superficial y el aparato mitético. Los promotores
tambidn causan formacidon de las hormonas peréxido de la familia

de las prosta-glandinas y leucotrienos por la oxjdacion del dcido

araquidénico y otros dcidos grasos polienoicos (G,). Eataé
hormonas inicialmente est&n involucradas en lav 'divisién celular,
diferenci_ac'ién y crecimiento tumoral. Se ha sugerido que los
e:ectés sobre la membrana celular son el factor importante en la
promocién causando inhii)icién de la comuhic_acién intracelular.
Los inhibidores de este proceso parecen ser los agentes

' antipromotores. (27)



1.2. ANTIMUTAGENOS .

1.2.1. Definicion.

A las sustancias capaces de contrarrestar el dafic mutagénico
independientemente de los mecanismos involucrados se les conoce
como “antimutagenos'., estos pertenecen a una gran variedad de
familias quimicas, como son log fenoles, tocoteroleg. dcidos
grasos. tioles y proteinas. La mayor parte de estos compuestos
se han aislado de diversos vegetales incluyendo frutas

comestibles que se consumen en la dieta diaria. (3,51)

1.2.2. Clasificacién.
Los antimutagenos pueden ser clasificados de acuerdo a su
mecanismo de accién o a la etapa durante la cual ellos ejercen

sus efectos protectores. Tabla 1.

Kada y colaboradores han designado a los antimutagenos quer
actuan antes de la reaccién de un mutdgeno con el ADN como
"desmutagenos"’ . Estos incluyen factores que quimica [
enzimdticamente inactivan compuestos mutagénicos: 1)} compuestos
de alto peso molecular, tales como fibras que adsorben
mutdgenos. 2) inhibidores de la accién metabodlica de mutdgenos y,
3) agentes que interfieren con la produccién de mutagenos a
partir de sus precursores quimicos. En la mayoria de los casos,

la inhibicién puede ocurrir fuera de la ceélula, pero algunas



acciones inhibidoras sobre la activacion metabolica de mut&genos

pueden ocurrir en el interior de la célula blanco. Aunado al
término desmutdgeno. estos investigadores propusieron emplear
el término " bioantimutdgeno” para los factores antimutagénicos

que reducen la frecuencia de mutaciones al modular los procesos
de mutagénesis celular déspués de que el ADN ha sido dafiado por

mutdgenos. (10,42,54)

Ramel y'colaboredores tambidn clasificaron a los inhibidores
de mutagenesis de acuerdo a la etapa durant? la cual ejercen sus
efectos protectores: la etapa I comprende a l1os inhibidores que
nctuaﬂ extracelularmente y la.etapa II incluye a los agentes que

actuan intracelularmente.

La etapa I incluye a los inhibidores que impiden'el dafio al
ADN hl inactivar a mutagenos exdgenos directamente, o al prevenir
la formacién de quimicos genotéxicos de compuestos precursores.
Otra clase de inhibidores de etapa I p}evienen la form;cién de
mutagenos o precursores mutageénicos dentro de ia célula. Dentro
de la etapa II se encuentra un grupé de inhibidoreg ilamadoa
"agentes bloqueadores". Batosv agentes impiden que compuestos
genotdoxicoa alcancen sitios blanco criticos en la célula,
ejerciendo asi una funcion de barrera. eliminando a los
compuestos genotéxicos. Otro grupo de inhibidores actua a .nivel

de replicacion y reparacion del ADN. (3.10.42.54)

10



Fina.lmerite. un grupo de inhibidores especificamente de
carcinogénesis, ha sAido 1lamado " agentes supresores ". . Estos
agentes actuan despuds de que los compuestos genotéxicos " han
atacado sitios blanco criticos. Un ejemplo de dicha accion es la
supresion de la expresion neopldsica de células, las cuales de )

otf-a manera podrian convertirse en malignas. (42, 54)
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1.3. PEROXIDACION DE LIPiDCE .

En los sistemas Dbiolgicos el dafio oxidativo puede ocurrir
debido a la presencia de altos niveles de superéxidos. radicales
hidrOxilo libres y peréxido de hidrégeno, los cuales pueden
oxidar moléculas blanco en las células vivas. Estos radicaleg
-inician el proceso de peroxidacién de las membranas lipidicas y
reaccionan tambidn con el ADN., causande modificaciones a la

estructura molecular de] material gendtico.

- 1.3.1. LIPIDOS.
Los . lipidos » son un grupo de cox?pueatos de estru;:tura
heterogénea muy ‘abundantes en la naturaleza, del que las grasas y
aceites son los representantes mds importantes. Estan formados
por carbono, oxigeno e hidrégeno y en ciertos casos tambien
pueden contener ténforo Y nitrégeno. Dentro d.e los compuestos
clasif.icados como lipidos existe una gran variedad de sustancias
que presentan poca similitud en su estrﬁctura quimica, pero todos
tienen la particularidad de que son solubles en disolventes
orgénicos e insolubles en agua. La distincion génerica que existe
entre un aceite y una grasa es que los aceites son liguidos a
temperatura ambiente, mientras que las grasas son sélidas.
Normalmente, los aceites son de origen vegetal (soya. Algodén.
cacahuate. cdrtamo, ajonioli, etc.). mientras que las grasas son

de origen animal (cerdo. oveja, etc.)
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1.3.2. ACIDOS GRASOS.

Los acidos grasos son los componentes mas abundantes de los
lxpidos. aunque generalmente no Se encuentran en estado libre
como tales, sino en forma esterificada como parte constituyente
de los diferentes acilgliceridos.

Los 4cidos grasos son componentes vitales del cuerpo humano
y generalmente son ingeridos en la forma de triacilgliceéridos,
proporcionan un importante almacén de energia en el cuerpo en
forma compacta, pero tambidn juegan un papel primordial en la
estructura y funcién de la membrana celular, ya que ellos son el
substrato de varias reacciones que conducen a la produccién de
sustancias con efectos fisiolégicos muy activos como los

eicosanoides. (52) Figura 1.

Los 4cidos grasos naturales son &cidos monocarboxflicos
dispuestos en cadenas por lo regular sin ramificar. Se
diferencian por la longitud de la cadena y por la ausencia o
presencia de dobles enlaces entrp los 4tomos de carbono:
contienen normalmente un nimero par de &tomos de carbono ya que
su metabolismo y aprovechamiento biolégico se lleva a cabo a
traves de moléculas de carbonos pares, como es la acetil
coenzima A, Sin embargo, tambidn existen &cidos grasos con un
numero impar de dtomos de carbono., pero se encuentran en

concentraciones muy bajas en grasas animales y vegetales,
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8 % Ac. Decosahsxasncioo

8 % Ac. Linolenico

Figura 1. Principales dcidos grasos poliinsaturados
precontes enlas mealyanas de la fraccion
microscmal del higado de rata. (17)
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La presencia o ausencia de dobles enlaces en las moléculas
son caracteristicas de 4&cidos grasos insaturados o saturados
respectivamente. Los enlaces dobles de las cadenas de &cidos
grasos son muy vulnerables a la reaccion con agentes oxidantes.
(33

Los 4cidos grasos eicosanoides son los componentes mayores

de los lipidos estructurales de la membrana celular.(52)

1.3.3. ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA CELULAR.

Todas las cdlulas estén rodeadas por una delgada capa (de 735
a9 A, 00.0075 a 0;0095 um, de grueso) de lipidos ‘y proteinas,
1lamada membrana plasmitica o simplemente membrana celular. Los
lipidos de membrana son moléculas que contienen una parte
hidro!uicn y otra hidrofébica. En medios acuosos, uto-a lipidos
forman espontdneamente ldminas bimoleculares cerradas. Estas
bica‘pas 1ipidicas cpnatituyen obstédculos al flujo de méléculas
polares. Los trea tipos principales de‘ lipidos de membrana son

los foafolipidos, los glicolipidos y el colesterol. (48)

Ciertas proteinas especificas son mediadoras de funciones
caracterfsticas de las membranas. Llas proteinas se utilizan como
bombas, compuertas, receptores, transductores de energia Y

enzimas. Las proteinas de membrana estén intercaladas en las
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bicapas lipidicas. las cuales crean un ambiente adecuado para la
accion de estas proteinas. LSs membranas son estructuras
fluidas., Las moléculas de lipidos difunden réapidamente en e].
plano de la membrana igual que las proteinas., a menos gque esten

ancladas por interacciones especificas.( 48)

1.3.4. OXIDACION DE LIPIDOS.

El oxigeno molecular representa alrededor del 20 % de la
atmosfera terrestre, y actda como oxidante terminal durante la
respiracion, la cual es la principal fuente de energia en
organismos aercbios., (18) El metabolismo del oxigeno produce
radicales lidbres, aldehidos y un amplio range de peréxidos que
son altamente téxicos. Las especies reactivas del oxigeno son
generadas como productos metabdlicos, por ejemplo. en la via de
la lipooxigenasa y ciclooxigenasa y durante reacciones
catalizadas por la enzima xantina-oxidasa y por el citocromo
P-450. (18) '

Las formas principales de oxigeno reactivo son: el ion
superéxido O,: el radical hidroperoxido HQ : el radical
hidréxilo OH™: y el peréoxido de hidrégeno H Q. Un radical es
una molécula que contiene un electrén impar. (5.21). Los

radicales son generados normalmente en muchas vias metabélicas.
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Algunos de estos radicales pueden existir en una forma libre y
posteriormente interactu con .varios componcntes tisulares
resultando en disfuncién. (22.39)

Las reacciones de ox‘dacibn de los lipidos tienen diversos
origenes, el principal es la accién directa del oxigeno sobre las
dobles ligaduras de los 4cidos grasos poliinsaturados, con la

consecuente produccion de h‘:ldroporoxidoa.

1.3.4.1. Quimica de la peroxidacion de lipidos.

La fluidez de los lipidos le confiere diversas propiedades
a las membranas las cuales | son esenciales para e} correcto
funcionamiento de la cé#lula. Una membrana fluida L] nocoaa.tia
pa;'a: 1) la eficiente difusion del agua, 2) el funcionamiento de
las proteinas unidas a|la membrana (receptores, protoinaé
transportadoras . enzimas) |y 3) la fusién de la membrana. En los
eucariotes la.fluidez es mantenida por la incorporacién de
cadenas de &cidos grasos poliinsaturados (AGPI) hacia el interior
de los lipidos de membranuT

encuen—-tran en la posicioéon 2-C de ]a molécula de glicerol de los

Muchas de estas cadena de AGPI se

fosfolipidos, particularmente fosfatidilcolina Yy

fosfatidiletanolamina,
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V='V=\/ AGP! GADENA DE LIPIDOS

x
l tedionl lbre reackivo

vw HIDROPEROXIDO DE LIPIDO
O ACIDO GRASO

Pigura 2 Reaccién en cadema de la peroxidacidn
de lipides. (17)
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Todos los AGPI comparten una estructura comin la presencia de

un doble enlace .adyacente al enlace carbono-hidfoqono_
alflico. Los hidrogenos alilicos que se encuentran sobre
un 4tomo de carbono entre dos dobles enlaces. son

parcialmente activados por especies quimicas que coniionen

uno o més electrones no apareados (radicales libres).
1.3.4.2. Reacciones de la peroxidacion de lipidos. Figura 2.

El mecanismo de la peroxidacion de lipidos es del tipo de
reaccioén en cadena, que conniste esencialmente en tres pasos:

iniciacién, propagacién y terminacion.

1). Iniciacién: comprende la reaccién de la cadena lateral
de AGPI de un l1pido con un radical libre reactivo para producir
un radical libre de lfpido. el cual al reaccionar con oxigeno

molecular forma un radical peroxilipido.

2). Propagacion: on esta etapa la reaccién de un radical
peroxilipido. con otra cadena lateral de AGPI de una molécula de
1ipido produce un hidroperéxido lipido vy un radical lipido,
conservando asi el numero de radicales en la secuencia de

reaccion.
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3). Terminacion: es la remocion de los radicales libres,

donde se combinan dos radicales para producir un producto no

radical, finalizando asi la reaccion en cadena: A ‘+ B --- AB.
Figura 3. ' ,
INICIACION M+pd —— R +°‘0-cH radical lilxre
- caler o luz !
PROPAGACION R + 00 —— ROO radical hidroperdcido
RO + M —— ROH +R  hidroperdxido.
R + '0<H —— ROCH
| TERMINACION '
R"+ R RR
R+ B —RR
R + ROO' —— ROOR
RO’ + ROOR —— ROOR + 6,_

R = grupo de &cidos grascs: RH = sitio de wxidacién;
R'= radical lilve de 4cido graso; ROO = radical libre de peréxido;
ROOH = hidroperdxido; RR = diseros; ROOR = peréxidos.

Figwa 3. Mecanismo de la peroxidacién
ds 1ipidos.
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El rompimiento de hidroperoxidos lipidos es cataliza por

metales de transicion, particularmente por hierro y cobre.

Los productos de la peroxidacion de lipidos incluye epdéxidos
11pidos. hidroperoxidos, alcoholes epéxidos y compuestos
malondialdehido (MDA) de cadena corta, etano, pentano y

4-~hidroxi alquenos. (5.18)

Los procesos de la peroxidacién de lipidos pueden tener una
variedad de efectos perjudiciales sobre la cdlula. Los radicales
libres derivados de AGPI pueden sustraer dtomos de hidrégeno de
las proteinas de membrana y las enzimas que contienen enlaces
sulfidrilo (SH) son particularmente susceptibles. Los radicales

de aminoacido asi generados pueden formar puentes disulfuro y

enlaces covalentes entre proteina-proteina o entre
lipido-proteina. Las membranas microsomales experimentan
peroxidacion in vitro mostrando fragmentacion, destruccién del

citocromo P-450 y pérdida de latencia. La enzima Ca™-ATPasa de
la membrana plaamd;icn es inactivada por la oxidacioén de grupos
sulfidrilo esenciales para la enzima, y como resultado hay un
deficiente control del calcio citosélico. Los ribosomas se
desprenden del reticulo endoplasmico durante la peroxidacion de
lipidos. (3.18) En la mitocondria, la peroxidacién causa
inflamacion de la membrana, deterioro del transporte de

electrones y lisis del organelo. La peroxidacién de lipidos en
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Figura 4. Fuentes celulares de radicales lilres.

Los radicales libwes son producidos enlas celulas por
la accién directa de varias enzimas solublee y
ligadas a la membrana. la capacidad de rutas
especificas para producir radicales libres varfa con
el tipo de célula, pero tedas las cdlulas aercbias
parecen ser capaces de producir algon nivel de
radicales libres. (23)
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RADICALES LIBRES/INTERMEDIARIOS REACTIVOS
{metaies, unién covalenie)
v v [ 4
L LIPIDOS PROTEINAS ADN J
Oxidacién de tioles
Oxidacién de
miéndele 2 —» g B8H. XD Dafo al ADN
1 o-nocl- ovce F
& y
slstemas de transporte Poll ADN EM..*.
de iones riboslecién aersds
[ 2 \l
Incapacidad -
wner gradientes lonicos
Consumo de ATP
”"“f" y NAD)(H)
Activacibn/desacivacién de
varios sistemas enziméticos

Figura 5 Mecanismo mediante el cual los radicales libres
producen dafio a las células. La capacidad de los
radicales lilves para interactiar con los lipidos. las
proteinas y el ADN provee el potencial para mmercecs
cambios que pueden afectar la funcién celular. (23)
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los lisosomas causa lisis y liberacién de enzimas. En el nucleo

la membrana nuclcar puede ser peroxidada.(3)

Por todo lo anterior. es razonable suponer que el organiamo
tiene desarrollados mecanismos de defensa efectivos para
protegerse contra la accién destructiva de ioa radicales. Muchas
enzimas protegen a la célula del dafic oxidativo, particularmente,
la superoxido-dismutasa. glutatién-peroxidasa,
NAD(P)H:quinona-reductasa y la glutatién-S-transferasa. Los
niyelea de actividad e indice de formacioén de estas enzimas

influyen en la defensa celular contra los radicales. (16)

Bajo condiciones normales estas defensas parecen proveer una
proteccién adecuada para la integridad de la c8lula. pero Qxiste
la posibilidad de que en algunas circunstancias. tales como la -
presencia de ciertos xenobidticos., la efectividad de estas

defensas pueda disminuir o ser abatida completamente. (3)

Recientes investigaciones sugieren que . la peroxiddcién de
lipidos y la formacién de radicales libres es una propiedad comun
de agentes promotores. La accién de los agentes promotores es
inhibida por antioxidantes; por.la enzima superéxido-dismutasa.
as{ como por inhibidores de la sintesis de prostaglandinas, talea>
como la Indometacina . el Imidazol Y el dcido

5.8,11.14-eicosatetranoico.
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Una de las proposiciones mas atractivas para la prevencion
de enfermedades. involucra el uso de nutrientes especificos para
proteger a los tejidos contra  dafio toxico. carcinogénico Yy
contra enfermedades degenerativas, Los agentes protectores mas
estudiados son los nutrientes antioxidantes., los cuales incluyen
a las vitaminas E, C y A: carotencides, y numerosos compuestos
polifenslicos. (25.40) Ya dque estos compuestos "limpian"
directamente de reactivos oxidantes. 8se sugiere que ellos
constituyen una defensa vital endogena contra la célula oxidativa
y el dafio tisular causado por quimicos toxicos y carcinogénicos.
La gran evidencia de que ellos desempefian este papel protector a

llevado al uso farmacolégico de nutrientes antioxidantes. (3,27)
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i1.4. ANTIOXIDANTES.

En general, los antioxidantes son compuestos polifendlicos
més o menos liposolubles., que reducen el rango de autooxidacién

de los acidos grasos.expuestos al oxigeno atmosférico. (43,52,55)
1.4.1 MECANISMO DE ACCION.

Los antioxidantes actuan interrumpiendo la reaccién en
cadena productora de peroéxidos, al inactivar a los radicales

iniciales o a los formados en la reaccién on'cadonu. (16,40,53)

La vitamina E y otros antioxidantes de lipidos actuan como
rompedores de cadena, usualmente .por donacion de un ~ &tomo de
hidrégenc al radical peréxido  (ROO ), formando el hidroperéxido
‘(ROOH) y la forma wsemiquinona del antioxidante. El ROOH es més
estable que el ROO y no es capaz de iniciar reacciones de
oxidacion on cadena. En resumen, los antioxidantes son

"limpiadores" de radicales libres peréxido. (5,55)

Puesto que, los radicales, como el radical libre de &cido
graso (R) y el radical peréxido (ROO ) juegan un papel
catalitico, la cantidad de “"atrapador" de radicales libres
requerida para interrumpir el camino de propagacion, es pequefio

comparado con la cantidad de substrato. La fraccién molar
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efectiva de antioxidante para substratos oxidables (AGPI) usados
en la industria alimenticia esidn aproximadamente en el rangé- de
1: 1000 a 1: 10 000, (52.55)

1.4.2. ANTIOXIDANTES NATURALES.

1. TOCOFEROLES. Los tocoferoles son componentes normales de
muchas membranas celulares de mamiferos, y el o -tocoferol
(vitamina E) es la forma  méas comun. La vitamina E es un

antioxidante biolégico. (15)

En el caso de la vitamina E. el grupo hidréxilo del anillo
aromitico actua como un donador de hidroégeno, resultando en la

formacién de un radical cromanoxi o fenoxil. (4,16,27)

La vitamina E es el mayor atrapador de radicales en las
membranas lipidicas, y ha sido usado clfinicamente en una variedad

de enfermedades relacionadas a la oxidacién. (16,27)
La vitamina E disminuye tanto el dafio cardiaco como la

carcinogenicidad de las quinonas adriamicina y deunomicina, las

cuales son mutagénicas y carcinogénicas. (16,19,27)
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2, PIGMENT(OS CAROTENOIDES. Los  pigmentos  carotencides
se encuentran generalmente presentes en las membranas de -
bacterias 'y plantas. y también s8¢ hallan en la piel de animales,
Los carotenocides han mostrado ser "atrapadores"” de radicales

oxigeno y pueden proteger contra la fotosensibilizacion provocada

por la luz y contra la peroxidacion de lipidos si el Q esﬁa
- involucrado. (16,27.44)

El B-Caroteno es otro antioxidante de'la dieta que puede
proteger al cuerpo graso y & las membranas lipidicas contra la
oxidacién. Los carotenoides son atrapadores de radicales libres
extraordinarios represores del oxigeno monoutémico;
El B-caroteno ests presente en zanahorias y en todo alimento que
contiene clorofila, y parece ser .la principal defensa contra el
oxigeno monoatémico, generado como ‘un subproducto de la
interaccion entre 1a luz y la clorofila. Los carotenoides han
mostrado .ser a nticarcinoqenoq' en ratas y ratones. Los
carotenoides (presentes en vegetales amarillos y verdes)

pueden ser anticarcinogadnos en los seres humanos. (16,27.44)

3. GLUTATION. El glutation ests presente en alimentos y es
uno de 108 mayores antioxidantes y antimutagénos en la fraccién
soluble de las ceélulas. Las enzimas glutatisn-transferasas
(algunas de las cuales tienen actividad peroxidasa) mson la mayor
defensa celular contra carcinogénos oxidativos y alquilantes.

(16,.27)
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4. ACIDO ASCORBICO. El 4cido ascorbico de la dieta, es
tambien importante como antioxidante. Ha mostrado ser un
anticarcinogeno en roedores tratados con radiacion ultravioleta,

benzo(a)pireno y nitrito. (16.27)

5. ACIDO URICO. El 4cido urico es un fuerte antioxidante
presente en altas concentraciones en la sangre de l1o0s humanos.
La concentracion de &cido urico en la sangre puede incrementarse
por purinas en la dieta: sin embargo., en grandes concentraciones

produce Gota. (16,27)

6. FENOLES DE PLANTAS. Los constituyentes fenélicos de las
plantas han mostrado poseer varias actividades, las cuales pueden
influir en el efecto tumoral de ciertos carcinogénos quimicos.
Algunos fenoles vegetales han mostrado inhibir la actividad de
enzimas dependientes del citocromo P450 que metabolizan drogas y

carcinégenos. (3,9,34.449)
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VITAMINA € VITAMINA C Acido urico 8-caroteno

. protessas/lipases
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Figura 6. Antioxidantes biol6gicos: Sistemas de defensa.
Todas las células aercbias contienen un espectro de
antioxidantes quimicos y enzimsticos que trabajan en
armonia para ainiaizar las indeseables reacciones
oxidativas dentro de las células.

S0D: Supercxido diseutasa; GH: Glutatidn-reductasa;

GSG:Glutaticn disulfido. (53
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1.4.3. ANTIOXIDANTES SINTETICOS.

En la fig. 7 se muestran las estructuras quimicas
de los aditivos antioxidantes para alimentos més importantes., que

son fenoles de varios tipos. (55)

i. GALATOS. Los asteres del 4cido gdlico més utilizados
son los de propilo, octilo y laurilo: su sclubilidad aumenta en
este orden. siendo el primero bastante soluble en agua. Los
galatos colorean los alimentos de azul, en presencia de hierro.

Los secuestradores impiden la reaccidén. (55)

ii. FENOLES SUBSTITUIDOS. Es el grupo mds importantes y
sobre todo el Butjilhidroxianisol (BHA) y el Butilhidroxitolueno
(BHT). E1 BHA comercial esta& compuesto, principalmente por dos
isémeros: el 3-terbutil-4-hidroxianisol Y . el
2-terbutil-4-hidroxianisol. El BHA y el BHT son fécilmente
solubles en grasa y aceiltea y casi insolubles en agua. Muy
parecida os la Diterl.:»uﬁilhidroquinona (TBHQ) . Estos
antioxidantes han sido ampliamente utilizados como aditivos

alimenticios en diversos alimentos procesados. " (5.16,20,55)
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Figura 7. BEstructuras quisicas de los principales
antioxidantes sintéticoa. (11,55)
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El gran numero de entados patologicos que han sido asociados

' con la relevante produccion de radicales libres. y los efectos
téxicos que frecuentemente acompafian al uso de antioxidantes
sintéticos. marca el interés para ensayar compuestos presentes en
forma natural por su actividad antioxidante. Los lignanos y
flavonoides estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y
se ha reconocido que algunos de ellos, debido a sus estructuras
fentlicas, presenten actividad antioxidante hacia una variedad de

sustancias fdcilmente oxidables. (12,50)

1.5. COMPUESTOS FENOLICOS Y LIGNANOCS.

1.5.1. COMPUESTOS FENOLICOS.

Los compuestos fendlicos o polifenoles son compuestos
secundarios muy importantes producidos por plantas superiores.
El numero conocido de compuestos polifendlicos naturales excede
los 4000, siendo inferior solamente a los alcaloides vy
terpencides. Los fenoles de plantas incluyen, taninos.
flavonoides hidroxilados. antraquinonas hidroxiladas y derivados
del &cido cinamico. Se ha estimado que algunos individuos en la
poblacién humana ingieren aproximadamente un gramo de fenoles

vegetales al dia.
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Los constituyentes t'enolicos de plantas han mostrado poseer
diversas actividades las cuales pueden influir sobre el efecto
tumoral de varios carcin&gdnos quimicos. Algunos fenoles qve
plantas han mostrado poseer actividad antioxidante, inhibir la
formacion de nitrosaminas, e inhibir la actividad de enzimas
dependientes del citocromo P-450, que metabolizan drogas b 4
carcinogénos. Por ejeﬁplo. varios estudios . indicaron que las
aplicaciones tépicas del &cido ténico, quercetina, mirecitina y
del &cido antraflavico a ratones SENCAR inhiben el metabolismo

epidermal de hidrocarburos policiclicos aromsticos. (9,34)
1.5.2. LIGNANOS.

Los lignanos son productos naturales conocidos que estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. En estd categorita
. general han sido identificados mas .de 200 compuestos con una gran
variedad en la estructura quimica de las dos unidades
fenilpropanoide cancterﬁticas de los lignanos, asi como en el.
grado de oxidaciéon y los tipos de substituyentes que esté&n
presentes. (12,28)

La amplitud de las actividades biolégicas de estos
compuestos se ha considerado relativamente en forma reciente.
El myér interes ests enfocado sobre los efectos de estos

compuestos como agentes antineoplésicos., y la investigacién en
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estd area ha revelado diversos mecanismos de  accion por el cual
ellos pueden regular el crecimiento de las células de mamifero.
Es claro que los lignanos poseen una variedad de acciones
farmacolégicas en el hombre, aunque los m4s interesantes de
estos son poco claros y no fécilmente estudiables. La reciente
“identificacion de lignanos en la sangré y orina humana sugieren
una necesidad de seguir y entender sus posibles papeles en la

fisiologfa humana..(28)

Por otra parte. a nivel molecular se conoce que algunos
lighanos se unen a los microtibulos de la tubulina, interrumpen
ol transporte de nucleétidos y la sintesis de ADN y son
inhibidores especificos para ciertas enzimas. (28)

Por definicién, los lignanos son dAimeros de unidades
fenilpropancide (C6-C3) ligados por el carbono central de sus
cadenas laterales., (28)
1.5.2.1. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS LIGNANOS.

A) ACTIVIDAD ANTITUMORAL.

Los lignanos han despertado un considerable interds, vya quo'

algunos de ellos manifiestan poseer actividad antitumoral. Estos
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‘ lignanos han  sido identificados en numerosas plantas como
resultado del proceso de tamizaje realizado para la actividad

citostatica. (28.34)

La tabla } inqluye a todos los lignanos que han demostrado
por mdtodos 4n vitro o in vivo. poseer actividades citostdtica o
antitumoral. Con'la excepcion de gros: SP-1, VP~16-213 y VM-26,
todos se encuentran en forma natural y han sido aislados de

plantas superiores. (28)

B) ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

A los lignanos Nor-isoguayacin Y al dcido
Nordihidroguayardtico (NDGA) se les ha reportado como inhibidores
del qrecinionto de especies bacterianas como: Streptococcus.
Staphylococcus, Bacililus subtillis y, en el caso del
Nor-isoguayacin de Pseudomona aeruginosa, La .actividad

antifungal contra Rhizoctonia solani, R-oxisporum, Pythium spp y.
Rhizopus nigrans, tambidn se ha reportado para el NDGA . (28)
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Compuesto.

-Acido Nordihidroguayarético
-Podofilotoxina

-¢ ~Peltatina

-B-Peltatina

-B-Peltatin-A-metil eter
-Podofilotoxin glucosido
~Picropodofilotoxina

-Acido Picropodofilico -
-Austrobail ignano-1

-Difilina

=Justicidin-A

~Difilinina
=Dehidroanhidropicropodofilotoxina
~Stegnacina

-Stegnangina

-Stegnanol

~Stegnalona

= Acido Podofilico etilhidrazido (SP-1)
-4-Dimetil epipodofilotoxina etilideno~
~B-D-glucosido (VP-16-213)

-VM-26

tabla 2. Relacion de compuestos ]ignancs
con actividad antitumoral. (26)
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1.6. CARACTERISTICAS DEL. ACIDO
NORDIHIDROGUAYARETICO.

El 4cido Nordihidroguayarético (NDGA) (fig. 8) es un
lignano simple y un antioxidante fenélico presente de manera
natural como exudado ' resinoso de muchas plantas, entre las
principales tenemos a 108 Guajacum officinale. Guaiacum sanctum
b4 Larrea divaricata. Los primerocs son pequefios drboles
perennes que Se encuentran en las regiones costeras &ridas de
Amdrica tropical. El @. officinale se encuentra sobre la costa
de Venezuela y Colombia y en las Indias Occidentales, mientras
que 81 G. sanctum se desarrolla en Cuba, Haiti, Las Bahamas y
Florida. [Larrea divaricata es una planta desértica que se
localiza en Norteamdrica. El] NDGA constituye aproximadamente el

10 % de la resina de estas plantas. (1,11,53,55)

Dadas sus caracteristicas fisico-quimicas se utiliza como
antioxidante de.grasas animales, aceites vegetales y productos

l4cteos en industrias alimenticias de Estados Unidos. (42,53)

Estudios realizados por 2Zhi Y. Wang y colaboradores (1991)
demostraron en Salmonella typhimurium (empleando la prueba de
Ames) que el NDGA posee actividad antimutagénica contra el

metil-metano-sulfonato., el benzo(a)pireno y la aflatoxina Bl, con
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y oin activacion microsomal. En tdnto que su accion antitumoral
fud  evidenciada en dos estadios de la formacion del tumor :

iniciacion y promocién, en ratones hembra SENCAR. (9.46.52)

. En recientes afios se ha considerado al NDGA como un potente
Yy selectivo inhibidor de la actividad lipoxigenasa.
Los pl;‘oductos metabélicos de la enzima lipox:lﬁenaau via la
cascada del &cido araquidénico han demostrado jugar un papel
importante en la promocion del tumor de piel, inducido por el

13-acetato—_1Z-O-t'ctradocanoil!orbol (TPA). (1,31, 46, 53)

HO CH,
HO CH,

OH
OH

Figura 8. Bstructura quiaica del dcido
Nordihidroguayarético (NDGA).
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Al poseer grupos polares pero no iénicos, el 4&cido
nordihidroguayardtico puede interactuar con una variedad de
sitios de alta afinidad de proteinas enzimdticas, por ejenplo;
con el citocromo P-450, y por este hecho podria explicarse su

actividad de inhibidor sobre la enzima lipoxigenasa. (53)

La inhibicién de enzimas mono-oxigenasas dependientes del
citocromo P-450, metabolizan a las sustancias precarcinogénicna
o sus metabolitos reactivos electrofilicos en las células de
manﬁtero pudiendo ser otra importante via para las actividades

antimutagénica y antitumoral del NDGA. (1)
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1.7. SISTEMAS DE PRUEBA.

En la década pasada se ha visto el rdpido desarrollo de
sistemas de prueba disefiados l.'IO' solamente para detectar
sustancias qufmicas potencialmente mutagdnicas en el ambiente.
sino tambisn para empezar -a explorar los problemas relacionados
con la estimacién del riesgo potencial de R mutagénos b'4

carcinogénos ambientales para el ser humano. (10,29)

Como sistemas de prueba para la detoccién' del dafio
gendtico se han utilizado tanto los sistemas in vivo como
in vitro. (32) _

Lu pruebas in vz: tro son msencillas de realizar y nos
proporcionan datos de gran interds. En estas pruebas se utiliza
un agente genotéxico directamente sobre un cultivo celular, por
lo tanto, se conpidera un sistema cerrado donde no participa el

metabolismo ni la excrecién de un organismo vivo. (13)

. Lps sistemas de cultivo de células de mamifero tienen
divaraoa‘. importantes y significativos usos en la deteccién de
mutagénos medioambientales y de antimutégenos, en ensayos de
corta duracion. En estos sistemas. la mutagenicidad de algunos
carcinoqbnos'. los cuales podrian ser neguti;voa en ensayos de
mutagenicidad microbiana, podrian ser detectados como mutaciones

génicas, aberraciones cromosémicas. ruptura del filamento del
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ADN, intercambic entre cromatides hermanas, etc. (13,25,29,50)

Ahora bien. el intercambio entre cromatides hermanas (ICHs)
es considerada como la prueba citogenética mas sensible, rdpida y
sencilla para evaluar el potencial genotoxico de una gran

variedad de agentes mutagénicos y carcinogénicos. (8,32.38.39)

El intercambio entre cromatides hermanas es utilizado como
una alternativa confiable y un "indicador biolé6gico'" reproducible

en ensayos de toxicologfa genética que involucran exposiciones

in vivo e in VItro 5 agentes genotoxicos. (8.32.38)

E] estudio de los ICHs permite co la resp ta celular
ante agentes que lesionan el ADN. Los diferentes sistemas
experimentales usados en el andlisis de este fendémeno pueden
detectar la capacidad genotéxica de los agentes fisicos y

quimicos a los que estd expuesto el hombre. (32.39)

Los intercambios entre cromdtides  hermanas s=son un
intercambio reciproco de secuencias de ADN en loci homolégos
entre cromitides hermanas , durante la replicacién del ADN
cromosémico. (8)

El proceso de los ICH se lleva a cabo en la etapa de
sintesis de]l ADN. y se ha propuesto que ocurre donde se bifurca

la cadena doble del ADN durante el proceso de duplicacién. Por
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Figura 9. Metafase de segunda division en la

cual se aprecia el intercambio
entre cromitides hermanas.
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lo anterior es factible que las lesiones que no se reparan antes

de la sintesis del ADN sean.las causantes de los ICHs. (32)

El ICH es visualizado al microscopio al permitir a las
cdlulas tratadas pasar a través de dos ciclos de replicacion del
ADN. en la presencia de 5-Bromodesoxiuridina (5-BrdU), la cual es
incorporada en el ADN replicado. Las células son tefiidas con un
colorante fluorescente (HOESCHT 33258) e irradiadas con luz
ultavioleta. la cual permite la diferenciacién entre cromatides

que contienen 5-BrdU de las que no lo contienen. (10.15)

El ensayo de ICHs se puede llevar a cabo sobre un sistema de

cultivo de corta duracidn jn vitro, usando linfocitos humanos de

sangre periférica, los cuales son de f4cil acceso para estudiar
el daffo biolégico inducido por una gran variedad de agentes
ambientales. La base para usar el -igtom de linfocitos
sanguineos es que estas células usualmente permanecen en etapa
G0/G1 en la circulacién perifdrica y normalmente no se dividen
in vivo. Los linfocitos son estimulados facilmente a crecer en
cultivo, y ellos tienen un Dbajo rango de aberraciones

cromosémicas espontdneas. (8,29,232)
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1)

2)

3)

2. OBJETIVOS.

Evaluar el efecto citogendtico que tiene el ACIDO
NORDIHIDROGUAYARETICO sobre un cultivo de linfocitos
humanos, empleando la técnica de intercambio entre

cromdtides hermanas (ICH).

Determinar la frecuencia de los intercambios entre
crométides hermanas inducidas por diferentes
concentraciones del ACIDO NORDIHIDROGUAYARETICO
sobre cultivos de linfocitos humanos de dos

individuos.

Evaluar la cinética de proliferacion celular e indice
mitético como paramétros para determinar el efecto
citotéxico del ACIDO NORDIHIDROGUAYARETICO.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. MATERIAL.

3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO.
- Sangre perifdrica de dos " individuos femeninos sanos.

"3.1.2 REACTIVOS.,
' - Acido Nordihidroguayarstico (SIGMA).

. Fitohemaglutinina (PHA) esteril.
~ Colchicina 0.2 mg/ml. '
- Solucién de KCL 0.075 M. )
- Solucién de cxt}ato-tol!nto pH 7.0.
~ Solucién salina de citrato pH 6.5.
- Colorante de HOESCHT 3329%8.
- Colorante de GIEMSA. )
- S-Bromodesoxiuridina (5-Bradu).

3.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

En la figura 10 se observa en forma esquemdtica el

.procedtmionto experimental realizado en este ensayo.
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1. 9e realiza la preparacion de frascos de cultivo esteéril.
conteniendo cada uno las siguientes sustancias:

- 8.5 ml. de medio de cultivo Mc Coys SA modificado.

- 0.51 ml. de Fitohemaglutinina estéril.

- 12 gotas de sangre periférica humana.

2. La mezcla contenida en cada frasco se homogeniza y se
incuba a 37 °C por un periodo de 72 hrs. Este tiempo es

considerado cowo hora cero.

3. A las 24 hrs, de incubacién se agrega a cada cultivo el
analégo de base 5-BrdU y las diferentes concentraciones del NDGA

correspondientes a cada cultivo. (8)

4. Transcuridas 71 hrs. de iniciada la incubacion de
linfocitos se afiade a cada frasco de cultivo el alcaloide

colchicina (0.2 mg/ml), para detener el ciclo celular.

5. Al llegar a las 72 hra. de incubacién, se procede a
obtener las células vaciando el contenido de los frascos a tubos
de centrifuga. marcados previamente, los cuales se centrifugan

por 10 min. a 1200 r.p.m., y el sobrenadante se doseché.

6. Una vez obtenido el paquete celular. se le realiza un
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tratamiento hipotonico con KCL 0.075 M., y 8¢ incuban a 37°C por
un tiempo de 30 min., transcurrido oste. se centrifugan para
obtener el paquete celular. A estas células se les agrega una
solqcién fijadora metanol-&cido acetico en proporcion de 3:1.
dejandose reposar por un lapso de 15 min. Este procedimiento se
repite tres veces. Con la suspension celular final. se realizan
las preparaciones cronoganion (cor}espondientn a cada dosis)
goteando estd suspensioén sobre portaobjetos previamente
desengrasados y limpios: se obgervan al microscopio para

comiprobar la existencia de metafases con el objetivo de 25X.

7. 8e dejan reposar las laminillas por -un dia en un lugar
linp-io y fresco protegidas~de la luz. Transcurrido este tiempo
de reposo se procede a  tefiir diferencialmente las células,
empleando la técnica de Goto modificada que ha continuacién se
describe:

. a) Las laminillas se sumergen en el colorante de Hoescht
332'58 durante 60 min.

b) Posteriormente se enjuagan con ngua‘ de la llave y se

secan en el horno a 60 °C durante 3 min.

c) A continuacién se montan en una solucién reguladora de
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citrato-fosfato pH 7.0 con un cubreobjetos para ser expuestas a
la luz negra (luz ultravioleta cercana a los 10~ cm.) por 60

min.

d) Enseguida se enjuagan con agua desionizada y se secan en

el horno a 60 °C. durante 5 min.

e) Se incuban las laminillas en una solucién salina-citrato
(2 X SSC pH 6.5) a 60 °C por 20 min. Transcurrido este tiempo se
'enjungan con agua de la llave y se secan en el horno a 60 *C

durante 5 min.

£) Finalmente se tifien las laminillas con el colorante de

Giemsa al 2 % en solucion reguladora de fosfatos pH 6.8, por 10

min. Se enjuagan con agua de la llave y se dejan secar al aire.
ady .
8. Observacion al microscopio.
A) Cuenta de Intercambio Entre Cromatides Hermanas (ICH).
Con el objetivo de 25 X se localizan las metafases que se

encuentran en segunda division: y se procede a contar los inter-
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cambios entre.cromd&tides hermanas con el objetivo de inmersion

(100 X). esto se realiza en un total de 30 metafases para cada
una de las concentraciones empleadas.

B) Indice Mitotico (I.N.).

El 1ndice mitético se obtiene al contar el nimero de

células que se encuentran en etapa de metafase. contenidas en un

total de 1000 ,colula.'_ por cultivo y por dosis.

| C) Cinetica de Proliferacién Celular (CPK).

1 El andlisis de 1la CPK se realiza contando el numero de

metafases en primera divisién, segunda y tercera division

colh-lnr. contenidas en 100 metafases por cultivo y por dosis.

9. Andlisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizé de la siguiente manera:
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~ Para el ICH: ~ Analisis de varianza de 2 vias ot =0.05

- Prueba t student para comparar

las medias.

- Para el I. M.: - Prueba de la media poblacional
con varianza desconocida

ot= 0.05.

- Para la CPK. -La prueba de Ji cuadrada ot =0.05.

52



Solubilizacion del &cide
NDGA H20-DMS 19:1

0 Qultivo de linfocitos:
asdio Mc Coys. sangre
husana, FHA.

4 Micién de S-BROU y

&cido NDGA: 1.1, 3.6
6.7. 13.3y 27.0 .M

72 Yy co

de los celulares.
Fijacién con mstano]-dcido J
|_acatico 3:1

[ Preparacion de laminillas
y tincién diferencial por el
mdtodo de Goto modificado:
| HORCHST-luz negra- Giesma, |

Cuenta de ICH en 30 metafases
de segunda divisidn.
Indfce mitético y C.P.K.

Tratamiento estadistico:
t Student &=0.05 ; X!
ANAVA 2 vias.

Figura 10. Procedimiento experimental eequematizado. '
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. RESULTADOS .

Los resultados de los pardmetros evaluados en los dos dona-

dores se muestran en las figuras: 11, 12. 13, 14. y 15 .

La figura 14 muestra la frecuencia de ICHs inducidos por el
NDGA en amhos donadores estudiados. En esta grafica observamos
que el écido nordihidroguayarético incrementé el numero de ICH en

funcion de la concentracién empleada.

En el caso del donador 1 (don. 1) el numero medio de inter-
cambios por metafase celular para el testigo negativo (0.0 uM
NDGA) fue de 8;43 con una desviacién estdndar de -2.02. Al
emplear la prusba de t Student o = 0.05 para comparar las medias
encontramos que a partir de la primera dosis del NDGA (1.1 uM) ya
existe una diferencia estadisticamente significativa con respecto

al testigo negativo. con un valor de X ICH = 9.86. FIGURA i1.

Por otra parte. el testigo negativo correspondiente al
donador 2, tuvo un promedio de ICH por metafase de 8.26 con una

desviacion estandar de 2.43. Al realizar la comparacioén de

media®s con la prueba de t Student o« 0.05, observamos que el

promedio de intercambios (X ICH = 9.53) a partir de la segunda
concentracion fue diferente estadisticamente respecto al

testigo negativo.
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Un andlisis de varianza de dos vias fue usado para determi-
nar la interrelacidn en los donadores examinados, encontrindose
que no hay diferencia estadistica entre ellos (X = 0.05) en
cuanto a la respuesta que ambos tuvieron sobre la formacién de

ICH.

La cindtica de proliferacién celular (C.P.K.) es un
concepto que se refiere al comportamiento de las poblaciones
celulares que eaian en divisioén, la cual se realiza en
intervalos de tiempo conocidos en condiciones normales, cuando
dstas condiciones ‘ se alteran por la accién de mutagdnos, es
posible que se presenten alteraciones de 1la cindtica celular,
principalmente retrasando la velocidad con que las cédlulas ase
dividen, lo cual se manifiesta como una acumulacioén de las

células de primera divisién en relacién a los valores normales.

Los resultados de este ensayo indican que existe un
retraso del ciclo celular ejercido por el NDGA, pero este es
estadisticamente significativo (x =0.0%5) solamente con la-
concentracién mds alta., tanto para el donador 1 como para el

donador 2.
Otro paramétro evaluado fue el indice mitético (I.M.) el
cual es indicativo de la capacidad de division celular., en el que

una célula origina a dos hijas, cada una con un complemento
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cromoadmico identico al de la celula proger;itora. Cuando existen
factores citotdxicos que alteran las fases del ciclo celular
puede resultar una disminucion del 1.M. debido a la muerte de las
células. En cuanto a este paramdtro se observa un efecto
inhibidor provocado por el acido estudiado que es significativo
con respecto al teatigo negativo (0.0 uM NDGA) con la dosis mis

alta empleada en este ensayo, que es de 27.0 uM.
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" CUADRO DE RESULTADOS DEL E.WD'O GENOTOXICO
DEL NDGA CORRESPONDIENTE AL DONADOR 1

" DOSIs XICH ~ DES.S3TD. IND. MIT. cPK IND. REP.
s uMe 1a. 22 3a.

- 00 8.43 202 24 k. s2 9 1.70
11 0.8 199 20 3 56 13 1.82
e 10.3* 270 20 37 49 14 177
a7 11.48° 1.08 16 40 48 12 172
135 12.58* 208 1.5 » a5 16 1.77
2170 14.93* 28 o8 35 43 2< 1.08

*Diferenciss estadisticamente significativas con respecto
8! tesligo negativo . tstudent ps= 0.05

<Diferencias estadisticamente significativas con respecto
al testigo negativo. ji cuadrada p= 0.05 ’

Figura 11. Resultados del estudio genotoxico del acido
mrdih!dmgmymtiéo en cultivo de linfocitos
. humanos. correspondiente al donador uno.
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CUADRO DE RESULTADOS DEL ESTUDIO GENOTOXICO
. DEL NDGA CORRESPONDIENTE AL DONADOR 2

DOSIS XICH  DES.3TD. IND. MIT. cPK IND. REP,
© UM 1a. 2a.
ac a2 24 23 2 49 19 1.87
1.1 9.03 184 21 3 47 2 1.87
38 9.53 282 168 24 49 27 203
6.7 1.4 2.3 14 35 50 15 1.80
135 12.2¢° 249 12 40 47 17 1.73
210 12.83 363 09 57 2 1< 1.54

*Diferenciss estadisticamente significativas con respecto
al testigo negativo . tstudent p=0.05

<Diferencias estadisticamente significativas con respecto
al testigo negativo. ji cuadrada p= 0.05

Figura 12. Resultados del estudio genotéxico del acido

nordihidroguayarético en cultivo de linfocitos

husanoss, correspondientes al donador dos.




Figura 13. La gréfica mueetra la relacicn entre las
diferentes dosis del NDGA y ol promedio de
los ICHs en ambos donadores.
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Figura 14. La gréfica muestra la cindtica ds
troliferacién celular del NDGA
correspondiente al donador uno.
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CINETICA CELULAR DEL NDGA

DONADOR 2
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L
»
»
2
.*
. ] 1.1 k] a7 138
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B Miosis1a . BN Miosls 20 Bl Micels 32

Figura 13. La gréfica muestra la cindtica de
prolifereacion celular del NDGA
.wnuwmumw al donador dos
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5. DISCUSION.

Son muchos los antioxidantes que han demostrade tener
actividad anticarcinogénica, debido a ello, el 4cido
nordihidroguayarético se ha convertido en una molédcula
prometedora ya que los estudios encabezados por Mc Cormick y
Spicer (29) mostraron que durante un periodo de dos afios
administrando ratas a razén de 1000 mg/Kg de peso, no se
observaron efectos téxicos y 81 un amplio margen ;'le seduridad
para dicho 4cido. Por otra parte, los estudios " de
quimioprevencioén utilizando de la segunda etapa de tumorigdnesis
en la piel de ratén por Nakadate y colaboradores han reportado
que la administracién topica del NDGA puede inhibir la induccién
de la actividad ?nzimtica de la Ornitin-descarboxilasa-epidermal
(ODC) Yy ia promocién del tumor de piel . por - el

12-0-tetradecanoil-forbol-13-acetato.

También estudios realizados por 2Zhi Y. Wang y colaboradores
(1991) indicaron que las aplicaciones tépicas del NDGA a ratas
SENCAR inhiben el proceso carcinogénico epidermu.l de
hidrocarburos policiclicos arométicos: y que este mismo &cido
presenté una accion antimutagénica en bacterias de Salmonella
typhimurium contra la Aflatoxina Bl, el benzo(a)pireno Y

metametilsul fonato.
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No obstante. los buenos antecedentes mostrados por el NDGA,
como  anticarcinogeno, no existen estudios de evaluacién
genotoxica que permitan establecer criterios para su utilizacién
en el humano; por lo tanto se disefic el presente estudio donde el
paradmetro de evaluacién fue citogensdtico utilizando para ello el
cultivo de linfocitos humanos midiendo la frecuencia del

intercambio entre cromatides hermanas.

Debido a que en esta primer estapa de evaluacién, 1o que se
desea es determinar el potencial . genotéxico del compuesto se
tra.bajo con un amplio margen de concentraciones que van desde
1.1 uM hasta 27.0 uM; estas concentraciones en relacién a la
cominmente empleada del NDGA como antioxidante (0.02 % del
contenido de grasa o a?oite) representan una dif_erenciu de 10
hasta 20 veces mayor. pero son las sugeridas por Brusick puesto
que representan concentraciones que en el cultivo celular no
provocan efectos téxicos (como muerte celular) pero si es posible

poner de manifiesto el dafio scbre el material cromosémico.

En los estudios antecedentes del NDGA, los datos obtenidos
muestran una accion protectora por parte del 4cido con respecto a
sustancia promotoras de tumor o de "no toxicidad" cuando se ha
dado en la dieta. sin embargo al emplear el NDGA sobre el sistema
de linfocitos humanos notamos que existe un incremento de ICHs

importante.
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Los resultados obtenidos con ambos donadores son muy
njojantoa. ya que la reapuea\:a al incremento de ICH tuvo una
diferencia significativa con (=0.05 a partir de la primera
dosis (1.1 uM) para el donador 1 ., y en la segunda concentracién
(3.6 uM) para el donador 2 con respecto al testigo negativo
(0.0 uM): por lo anterior podemos decir que el NDGA es un activo

inductor de ICHs.

La eleccién de dos donadores diferentes fue con el fin de
descartar que ol efecto observado fuera debido a la jdiosincracia

del individuo y no al efecto ejercido por el &cido.

Se ha utilizado como paramétro de anédlisis al ICH in vitro

para evaluar el efecto de otros antioxidante'a naturales como lo
o3 la vitamina C; Stich reporté en 1976 que &stos eran inducidos
en cdlulas de hdmster chino expuestas durante 2a 3 horas a una
concentracion de 1 x 10° a 1 X 107 M de dcido ascérbico. y
que dicho efecto aumentaba para periodos de exposicién aun mis

prolongados (hasta de 24 hrs) (Stich y cols. 1976 y 1979).

Al igual que Stich, Galloway y Painter realizaron 1la misma
prueba, pero utilizando ademds linfocitos humanos y una dqsiu de
ascorbatoc de 0.1-10 mM obteniendo tambieén un incrementc en los
ICHs. En 1986 Krishna, Nath y Ong determinaron que el acido

ascorbico a una dosis maxima de 6.68 g/Kg en condiciones in
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vivo/in Vitro sctue como un agente co-inductor de ICH y fue

toxico para células de bazo.

Como observamos la vitamina C provocé un aumento del numero
de ICH por si misma, pero no en la forma tan significativa como
lo ha presentado el NDGA en nuestro ensayo. Por lo cual seria
muy conveniente llevar a cabo otros estudios en los cuales se
ponga en contacto al NDGA con una sustancia mutagénica conocida:
todo lo anterior con el fin de saber si el efecto antigenotéxico
por parte del acidq se hace evidente a pesar de que por si solo
d:ic.ho 4cido esta ejerciendo una accién genotéxica en este sistema
de linfocitos humanos, ya que en los estudios dirigidos por 2hi
Y. Wang y cols. &ste 4cido presenta una accioén antitumoral al
enfrentarlo con hidrocarburos policiclicos aromdticos (potentes

carcinogénos) en ratas SENCAR y un efecto antimutagénico en

Salmonella typhimurium  sobre la aflatoxina Bl, el benzo (a)

pireno y el metilmetanc sulfonato.

En nuestro sistema de prueba, la medida para evaluar el
posible efecto citotéxico del NDGA fue a través de la medicion de
los parametros de indice mitético (I.M) vy cindtica de
proliferacion celular (C.P.K). los cuales representan la
capacidad de divisioén celular y de la velocidad de divisién
celular respectivamente, la alteracion de estos parametros

indica que existe muerte celular.
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Los resultados del I.M y de la C.P.K. indicaron un
incremento  de los mismos en forma px.'oporclonal a la dosis
empleada que no tuvo significancia estadistica con respecto al
testigo negativo, (0.0 uM NDGA) sino hasta la Gltima dosis
utilizada (27.0 y M).

Teniendo en cuenta . estos resultados y los de la frecuencia
de ICH, podemos &ecir que el NDGA no presento un efecto
citotéxico evidente,pero sf un efecto genotéxico. lo "que inhicu_
.que la actividad sobre el DNA se manifiesta en primer lugar . adn

antes del dafio celular.

Por lo anterior podemos considerar que los efectos del NDGA
sobre las células depehdo de)l sistema de prueba, de las dosis
empleadas asi como del metabolismo. En nuestro caso se trato de
un sistema cerrado en donde no participo el metabolismo ni la
e*crocién de un organismo, por lo cual consideramos que en
estudios posteriores se pudiera simular el metabolismo al agregar

una fraccién microsomal de higado de rata (fraccion S9) Yy poder

comparar si el efecto observado se sigue conservando ¢ existan
modificaciones.
Estudios posteriores encaminados a caracterizar mds

ampl iamente a ésta sustancia podrian arrojar resultados més
satisfactorios con el fin de, en un futuro. poder utilizer esata

sustancia en la quimioprevencison del cédncer.
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6. CONCLUSIONES.

1). El Acido Nordihidroguayarético es un activo inductor de

2).

3).

4q).

la frecuencia de los intercambios entre cromdtidas

hermanas.

El comportamiento del NDGA en los cultivos de Hntocitps

provenientes de dos donadores fue similar.

El NDGA no presentd efecto citotéxico, pero si un efecto
genotéxico, el cual es evidenciado al existir un fuerte

incremento en el numero de ICHs.

En base al indice mitético y la cindtica de prolifera-
celular no se encontré efecto citotéxico por parte del
NDGA.
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