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En los sistemas biológicos el dafto oxidativo puede ocurrir 

debido a la presencia de altos niveles de superóxidos. radicales 

hidróxilo libres y peróxidos de hidrógeno. los cuales pueden 

oxidar mol&culas blanco en las c&lulas vivas. 

Los agentes protectores para este tipo de dafto que han sido 

m4s estudiados son los antioxidantes como las vitaminas E.C y A. 

y numerosos compuestos polifenólicos. ya que estos compuestos 

"limpian" directamente de reactivos oxidantes. El 6cido 

Nordihidroguayarttico es un polifenol que se encuentra en forma 

natural como exudado resinoso de muchas plantas. principalmente 

en las especies de Guaiacum officinaJe. Guaiacum sanctum, y de 

Larrea divaricata. Debido a sus propiedades f isico-quimicas se 

utiliza como antioxidante de grasas animales. aceites vegetales y 

de productos 14cteos. tambitn entre sus propiedades se descubrió 

que es un efectivo antimut6geno en el sistema de Ames contra 

sustancias tan variadas como la aflatoxina Bl. el benzo(alpireno 

y el metilmetanosulfonato. y como agente antitumoral en ratas 

SENCAR. 

En el presente estudio se evaluó el grado de genotoxicidad 

de ésta sustancia en cultivos de linfocitos humanos provenientes 



de dos don1tdores distintos. a diferentes concentt'aciones del 

4cido co.o. 1.1. 3.6. 6.7. 13.5 y 27.0 µMl ev1tlu4ndcse la 

frecuencia del interclllllbio entre crOlll4tides herman1ts CICH). Los 

resul t1tdos muestran que en ambos donadores se vió un aumento en 

la frecuencia de ICHs en relación a la concentración empleada, y 

no existieron diferencias en la respueeta a fa acción del 4cido 

Nordihidroguayar6tico. 
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1. J:NTRC>DUCCION. 

1.1. Mt.TrACJ:ONES Y CARCINOGENESIS. 

Como sabemos. todos estamos expuestos a una gran variedad de 

agentes quimicos que pueden daftar de manera severa nuestra 

salud.(21.44> Entre estas substancies perjudiciales. tenemos 

aquellas que provocan defto al material gen&tico, y que por lo 

tanto. sus efectos pueden no solo defter e un individuo. sino 

tembi&n a su descendencia. A estas substancias se les conoce como 

substancies mutagtnicas. 

Las mutaciones son cambios producidos en el almac&n de 

información genttica, en el Acido Desoxirribonucleico CADN> de 

las ctlulas. C29l 

Son varios los tipos de mutaciones. Algunas involucran 

cambios bien definidos de una sola base en la mol&cula de ADN y. 

otros consisten en supresiones o duplicaciones de un pequefto o un 

gran nWllero de nucleótidos. Asi. el ttrmino mutación en este 

amplio sentido incluye cambios o supresión de nucleótidos 6nicos 

dentro de un gene Cmutación de punto o gtnica) o grandes 

anormalidades cromosómicas. las cuales pueden ser observadas bajo 

el microscopio. (26) 
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consecuencia11 gen&ticas de una mutacion dependen del 

tipo de c~lula que es afectada. El efecto de una mutación 

soma ti ca puede e11tar .limitada al individuo en el cual &sta ha 

ocurrido. mientra11 que una mutaciOn en una c&lula germinal puede 

11er tran11ferida a la de11cendencia. (26.291 

Una mutación 11om4tica puede en alguno11 ca11011. conducir a 

la muerte de la c&lula en la cual &11ta ha ocurrido. En otros 

cal!io11 la c&lula sobrevive y 11i &11ta continda dividi&ndo11e, 11e 

fol'1Dllr4 una clona de c&lulas mutante11. Ellta clona puede ser 

inocua o ejercer un efecto negativo sobre el individuo, por 

ejemplo, si la mutación implica una tran11formacion maligna de la11 

c&lulae. (26,291 

· La Genotoxicolog1a estudia en fotma 11istem4tica el efecto . 
potencial adver110 de los factore11 ambientales en el material 

gen&tico de los 11ere11 vivos. Ellto11 factores incluyen: 

radiaciones. drogas terap&uticas, compuesto11 de u110 indu11trial: 

compuestos de origen natural: fertilizantes y pe11ticidas: 

radicales libres endógenos: ione11 met41ico11: etc. (11.32) 

La interacción de los agentes genotOxicos con el 4cido 

desoxirribonucleico <ADNI puede tener resultados muy variados 

por ej_emplo rupturas. modificación de las basee que lo 

constituyen. enlaces cruzados con otras mol&culae. etc Estas 

4 



lesiones pueden 

cromosomas o la 

mi111110. pueden 

malignas. 125.261 

producir cambios en la estructura de los 

creac1on de micronUcleos en las celulas1 asl 

causar mutaciones o que las celulas se hagan 

1.1.2. MUTACIONES SOMATICAS Y CANCER. 

Aunque la evidencia directa del origen mutacional de las 

enfermedades som4ticas en el hombre es limitado. las inferencias 

de resultados experimentales sobre otros organi11111os representan 

un fuerte apoyo para considerar que algunas enfermedades 

verdaderamente tienen su ra1z en las mutaciones. Esto es 

particularmente verdadero para la relación entre mutaciones. 

somáticas y c4ncer; en donde en primer lugar el an4lisis de la 

activación de oncogenes. a indicado fuertemente que alteraciones 

espec1ficas del ADN y de los cromosomas est4n involucrados 

1ntimamente con 

sobre mutag6nesis 

procesos carcinog6nicos. Datos experimentales 

qu1mica y carcinog6nesis conducen a la 

consideración de que factores mutag6nicos son importantes en 

carcinog6nesis. 17.29.42> 

Estas circunstancias sugieren que ciertos c4nceres humanos 

pueden ser prevenidos por la identificación de agentes 

mutagenicos en el ambiente. y protegi6ndo a la humanidad de la 

exposición a dichos agentes. Las sustancias qu1micas peligrosas 
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no se 

menudo 

encuentran en forma individual en el ambiente. a 

se encuentran en combinación con otros qulmicos y otros 

agentes. los cuales pueden activar o inhibir efectos mutagtnicoe 

y carcinogenicos. 1371 Eetae interacciones son de importancia. ya 

que la inducción qu1mica de mutaciones es precedida por una serie 

de eventos que involucran biotransformación y formación de 

metabolitoe reactivos. eetoe pueden reaccionar con el ADN. con 

loe mecanismos de reparación del ADN e influir en la eelecci"ón 

de ctlulae iniciadas. Loe diferentes agentes quSmicoe pueden 

actuar sobre diferentes sitios eepec1ficoe en este proceso y 

pueden inducir o inhibir la mutagenicidad. 122.40.42) 

1.1.3. CARCINOGENESIS. 

El c4ncer ee caracteriza ~or una multiplicación celular 

anormal. 147> mientras que la 111.1ltiplica.cción de las ctlulas 

normales eet4 regulada por mecaniemos de control muy 

estrictos. Se 

la división de 

ha comprobado que el crecimiento equilibrado y 

las ctlulae normales depende en gran parte de 

la presencia en el medio extracelular de ciertas sustancias. 

casi siempre prote1nae de bajo peso molecular. que reciben 

el nombre gtnerico de "factores de crecimiento". En cambio. en 

las ctlulas cancerosas loe sistemas de control del ciclo celular 

se han relajado. hasta el punto de hacerse independientes de los 

factores de crecimiento normales en muchas ocasiones. 14.45) 
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Los tactores de crecimiento actaan desde el exterior de Ja 

c6Jula e interactaan directamente con componentes estructurales 

de Ja membrana celular rlos llamados "receptores"). El mensaje 

bioqu1mico transmitido por un factor de crecimiento lo transfiere 

~l r~ceptor hacia el interior de la c6lula. La seftal bioqu1mica 

pasa luego a trav6s de uno o varios transmisores intracelulares y 

provoca Ja adecuada respuesta celular. !4.45> 

Los cdnceres hwnanos comienzan por la acción de oncogenes, 

versiones alteradas de genes normales Cproto-oncogenesl. A veces 

un oncog6n se activa tras sufrir una "mutación puntual": se 

altera un pequefto segmento del gen al recibir radiación 

( electromagn6tica: rayos X y rayos gamna. y radiación por 

partlculas subatómicas: electrones. protones. neutrones y 

part1culas alfa). o al actuar sobre 61 un carcinógeno 

(451 

qu1mico. 

El mecanismo de carcinog6nesis involucra procesos·muy 

complejos. La carcinog6nesis qu1mica puede ser s ubdividida como 

m1nimo dentro de dos etapas. la de iniciación y la de promoción. 

En la etapa de iniciación. un carcinog6no es ligado al AON 

formándose un aducto ADN-carcinog6no y como consecuencia una 

alteración en el genoma. La etapa de promoción incluye una o mds 

exposiciones al mismo iniciador o 

relacionadas llamadas "promotores" 

7 
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de una c~lula al estado neopl4sico. C22.36l Entre los promotores 

m4s conocidos se encuentran: el peróxido de hidrógeno: el plomo y 

el cadmio: los esteres de forbol: asbestos: peróxidos: el 

fenobarbital y la radiación ionizante. (3) 

Se ha postulado que ciertos promotores de carcinog~nesis 

actúan generando radicales oxigeno y como consecuencia la 

peroxidación de ltpidos. La peroxidación de 11pidos afecta todos 

loa aspectos de la organización celular. incluyendo la membrana. 

la ·estructura superficial y el aparato mitótico. Los promotores 

tlUllbi•n cauaan tonaación de las hormonas peróxido de le familia 

de las prosta-qlandinas y leucotrienos por la oxidación del 4cido 

araquidónico y otros 4cidos grasos poi ienoicoa ce;.). Estila 

hormonas inicialmente est4n involucradas en la división celular. 

diferenciación y crecimiento tumoral. Se ha sugerido que loa 

efectos sobre la membrana celular son el factor importante en la· 

promoción causando inhibición de la comunicación intracelular. 

Los inhibidores de este proceso parecen ser los 

antipromotores. (27) 

6 
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1 . 2 • ANTIMUT.AGENOS · 

1.2.l. Definición. 

A Jas sustancias capaces de contrarrestar el dafto mutagénico 

independientemente de Jos mecanismos involucrados se les conoce 

como "antimutagenos". estos pertenecen a una gran variedad de 

familias químicas. como son los fenoles. tocoferoles. 6cidos 

grasos. tioles y proteínas. La mayor parte de estos compuestos 

se han aislado de diversos vegetales incluyendo frutas 

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

1.2.2. Clasificación. 

Los antimutagenos pueden ser clasificados de acuerdo a su 

mecanismo de acción o a la etapa durante la cual ellos ejercen 

sus efectos protectores. Tabla l. 

Kada y colaboradores han designado a los antimutagenos que 

actúan antes de Ja reacción de un mut6geno con el ADN como 

"desmutagenos". 

enzim6ticamente 

de alto peso 

Estos incluyen factores que qu1mica o 

inactivan compuestos mutagénicos: ll 

molecular. tales como fibras que 

compuestos 

adsorben 

mut4genos. 21 inhibidores de la acción metabólica de mut4genos y. 

3> agentes que interfieren con la producción de mut4genos a 

partir de sus precursores químicos. En la mayoría de los casos. 

la inhibición puede ocurrir tuera de la celula. pero algunas 
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acciones inhibidoras sobre la activacion metabolica de mut4genos 

pueden ocurrir en el interior de la celula blanco. Aunado al 

ttrmino desmut4geno. estos investigadores propusieron emplear 

el ttrmino " bioantimutdgeno" para 1011 factores antimutagenicos 

que reducen la frecuencia de mutaciones al modular 1011 procesos 

de mutagtne11i11 celular de11put11 de que el ADN ha sido daftado por 

mut4genos. (10,42,,4) 

Ramel y.colaboradores tlllllbitn clasificaron a los inhibidores 

de mutagenesis de acuerdo a la etapa durante la cual ejercen sus 

efectos protectores: la etapa I comprende a los inhibidores que 

actúan extracelularmente y la etapa II incluye a los agentes que 

actúan intracelularmente. 

La etapa I incluye a los inhibidores que impiden ·el dafto al 

ADH al inactivar a mutagenos exOgenos directamente, o al prevenir 

la formación de quimicoe genotóxicos de compuestos precursores. 

Otra clase de inhibidores de eta_pa I previenen la formación de 

mutagenos o precursores muta_genicos dentro de la celula. Dentro 

de la etapa II se encuentra un grupo de inhibidores llamados 

"agentes bloqueadores". Estos agentes impiden que compuestos 

genotóxicos alcancen sitios blanco críticos en la ctlula, 

ejerciendo as1 una funcion de barrera. eliminando a los 

compuestos genotóxicos. Otro grupo de inhibidores actúa a .nivel 

de replicación y reparación del ADN. <3.10.42,,4) 

10 



Finalmente, un grupo de inhibidores espec1ficmnente de 

carcinog6nesis. ha sido llamado "agentes supresores ". Estos 

agentes act~an despufls de que los compuestos genotóxicos han 

atacado sitios blanco cr1ticos. Un ejemplo de dicha acción es la 

supresión de la expresión neopldsica de c6lulas, las cuales de 

otra manera podrtan convertirse en malignas. (42. ~4> 
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En loe sistemas biolgicoe el dafto oxidativo puede ocurrir 

debido a la presencia de altos niveles de euperóxidoe. radicales 

hidróxilo libres y peróxido de hidrógeno, los cuales pueden 

oxi.dar mol6culas blanco en las c6lulas vivas. Estos radicales 

inician el proceso de peroxidación de las membranas lipidicas y 

reaccionan tambi6n con el ADN. causando modificaciones a la 

estructura molecular del material gen6tico. 

1.3.1. LIPIDOS. 

Los ,lipidos son un grupo de compuestos de estructura 

heterog6nea muy··abundantes en la naturaleza. del que las grasas y 

aceites son l'os representantes m4s importantes. El!ltdn formados 

por carbono. oxigeno e hidrógeno y en ciertos casos tambi6n 

_pueden contener fósforo y nitrógeno. Dentro de los compuestos 

clasificados como lipidos existe una gran variedad de sustancias 

que presentan poca similitud en su estructura quimica. pero todos 

tienen la particularidad de que son solubles en disolventes 

org4nicoe e insolubles en agua. La distinción g6nerica que existe 

entre un aceite y una grasa ee que los aceites son l1quidos a 

temperatura ambiente. mientras que las grasas son sólidas. 

Normalmente, los aceites son de ·origen vegetal (soya. algodón, 

cacahuate. c4rtamo. ajonjol1. etc.). mientras que las groeas son 

de origen animal rcerdo. oveja. etc. l 
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1.3.2. ACIDOS GRASOS. 

Los acidos grasos son los componentes mas abundantes de los 

11pidos. aunque generalmente no se encuentran en estado libre 

como tales. sino en forma esterificada como parte constituyente 

de los diferentes acilglic6ridos. 

Los acidos grasos son componentes vitales del cuerpo humano 

y generalmente son ingeridos en la forma de triacilglic6ridos, 

proporcionan un importante almac6n de energ1a en el cuerpo en 

forma compacta, pero tambi6n juegan un papel primordial en la 

estructura y función de la membrana celular. ya que ellos son el 

substrato de varias reacciones que conducen a la producción de 

sustancias con efectos fisiológicos muy activos como los 

eicosanoides. (52) Figura 1. 

Los 4cidos grasos naturales son 4cidos monocarboxílicos 

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 entre los &tomos de carbono: 

contienen normalmente un número par de &tomos de carbono ya que 

su metabolismo y aprovechamiento biológico se lleva a cabo a 

trav6s de mol6culas de carbonos pares. como es la acetil 

coenzima A. Sin embargo, tambi6n existen 4cidos grasos con un 

número impar de 4tomos de carbono, pero se encuentran en 

concentraciones muy bajas en grasas animales y vegetales. 
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17 % Ao. Araquld6nloo 

/VV\/\NVVCOOH 
10 % M. Unollloo 

COOH 

5 % Ao. Unol.-iloo 

Figura 1. Principal• 4cidc8 grasie polii1111aturadce 

sr-ttee enlu 8mlranu de la traccicln 
llic:rmcml del higado de rata. (1?1 
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La presencia o ausencia de dobles enlaces en las mol6culas 

son caracter1sticas de 4cidos grasos insaturados o saturados 

respectivamente. Los enlaces dobles de las cadenas de 4cidoe 

grasos son muy vulnerables a la reacciOn con agentes oxidantes. 

(33) 

Los Acidos grasos eicosanoides son los componentes mayores 

de loe 11pidos estructurales de la membrana celular.C52l 

1 • 3. 3. ESTRUCTURA DE LA MEJIBRANA CELULAR. 

Todas la• c•lulae est4n rodeadas por una delgada capa (de 75 

a 95 A • o 0.0075 a 0.0095 11111, de grueso> de 11pidos y prote1nas. 

llamada membrana. pla1!11114tica o simplemente membrana celular. Los 

11pidos de membrana son mol6culas que contienen una parte 

hidrof11ica y otra hidrofóbica. En medios acuosos, estos 11pidoe 

forman eepont4neamente 14111~nas bimolecularee cerradas. Estas 

bicapas 11pidicae constituyen obst4culoe al flujo de lll016culas 

polares. Los tres tipos principales de 11pidoe de membrana son 

loe fosfo11pidos. los glico11pidos y el colesterol. (481 

Ciertas prote1nas espec1f icas son mediadoras de funciones 

características de las membranas. Las prote1nas se utilizan como 

bombas. compuertas. receptores. transductores de energ1a y 

enzimas. Las prote1nas de membrana eet4n intercalada• en las 
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bicapae llpidicae. lae cualee crean un ambiente adecuado para .la 

acción de estas protetnas. Las membranas son estructuras 

fluidas. Las mol6culas de 11Pidos difunden r4pidamente en el 

plano de la membrana igual que lae protelnae. a menos que esten 

ancladas por interacciones especificas. ( 48) 

1.3.4. OXIDACION DE LIPIDOS. 

El ox1geno molecular representa alrededor del 20 • de la 

ataiósfera terrestre. y act6a como oxidante terminal durante la 

respiración, la cual es la principal fuente de •n•rgia •n 
organilllllOs aerobios. (18) El metabolilllllO del oxigeno produce 

radicales libres. aldehidos y un amplio rango de peróxidos que 

son altamente tóxicos. Lae especies reactivas del oxigeno eon 

generadas como productos metabólicos. por ejemplo. en la via de 

la lipooxigenasa y ciclooxigenasa y durante reacciones 

catalizadae por la enzima xantina-oxidasa y por el citocromo 

P-450. (18l 

Lae formas principales de oxigeno reactivo eon: el ion 

euperóxido 01 : el radical hidroperóxido HQ el radical 

hidróxilo OH·: y el peróxido de hidrógeno f\ Q. Un radical es 

una mol6cula que contiene un electrón impar. 15.211. Loe 

radicales eon generados normalmente en muchas viae metabólicas. 
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Algunos de estos radicales ueden existir en una forma 

posteriormente interactui con 

libre y 

varios componentes tisulares 

r e s u l t a n d o e n d i s f u n c i ó n . ! 2 2 . 3 9 1 

1 

Las reacciones de oxtdación de los llpidos tienen diversos 

origenes. el principal es lj acción directa del oxigeno sobre las 

dobles ligaduras de los 4fidos grasos poliinsaturados, con la 

consecuente producción de hidroperóxidos. 
1 

········ ............. ·~~ ................ . 
La fluidez de los lipidos le confiere diversas propiedades 

a las membranas las cuales 1 son esenciales para el correcto 

funcionamiento de la ctlula. Una membrana fluida es necesa,ria 

para1 11 la eficiente difu ión del agua, 21 el funcionamient.o de 

las prote1nas unidas a la membrana (receptores, prote1nas 

transportadoras enzimas> y 3) la fusión de la membrana. En los 

eucariote11 la.fluidez es mantenida por la incorporación de 

cadenas de 4cidos grasos piliinsaturados <AGPI> hacia el interior 

de 1011 11pido11 de membrana Muchas de estas cadena de AGPI 11e 

encuen-tran en la po11iciónl2-c de la moltcula de glicerol de 1011 

fosfolipidos. particul rmente fostatidilcolina y 

fosfatidiletanolamina. 
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V'V'I AGPI CADENA DE LIPIDOS 

¡C: :H ftllllllll .... ,..._ 

v=v=v 
l 

VViV\ 
r~ 

\./=\.A A RADICAL UIAE RADICAL UR PflODUCTO DE 
V 

1 
VI Y ' PEROXIDO -+ ENDOPEROXIDO -+ ROMPIMIENTO 

le~= 
~ HIDROPEROXIDO DE LIPIDO 

1 o AaDO GRAi() 

O'oH 

PiSUN 2 Reaccton en cadena de la peroocidacton 
de l1pidos. (171 
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Todos los AGPI comparten una estructura coml1n la presencia de 

un doble enlace adyacente al enlace 

alUico. Los hidrógenos al1licos que se 

un 6tomo de carbono entre dos dobles 

carbono-hidi"69eno 

encuentran sobre 

enlaces. son 

parcialmente activados por especies qu1micas que contienen 

uno o m4s electrones no apareados !radicales.libres>. 

1.3.4.2. Reacciones de la peroxidación de 11pidos. Figura 2. 

El mecanismo de la peroxidación de 11pidos es del tipo de 

reacción en cadena, que consiste esencialmente en tres pasos: 

iniciación, propagación y terminación. 

1). Iniciación: ·comprende la reacción de la cadena lateral 

de AGPI de un lipido con un radical libre reactivo para producir 

un radical libre de .lfp.ido, el cual al 

molecular forma un radical peroxilipido. 

reaccionar con oxigeno 

2) .. Propagación: en esta etapa la reacción de un radical 

peroxilipido.con otra cadena lateral de AGPI de una mol6cula de 

lipido produce un hidroperóxido lipido y un radical lipido, 

conservando asi el 

reacción. 

nllmero de radicales en la 

20 
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3l. Terminacion1 es la remocion de los radicales libres. 

donde se combinan dos radicales para producir un producto no 

radical, finalizando as1 la reacción en cadena: A + B --- AB. 

Figura 3. 

INICIACIG<I RH +°O-O R' + 'o-<Jt radical litre 

· caler o luz 

R' + •o-<:f radical hidrcperOicido 

llX1 + RH -- AXll +R' hidroperüddo. 

R' +, '<>-<H -- llXH 

'JIRIINACIClf 

R' + R'-- RR 

R' + FJ:)' --flll 

R' + fmº -- RXJI 

'Ea! + JIXJ¡ -- RXR + o,_ 

R - grupo de d.cidcs grasB: RH - sitio de cacidllción: 

R' - radical litre de d.cido graso: A» • radical lilre de perücido: 

llXH • hidrcperOicido: RR - d1Mroll: RXR - peróxidos. 

Figura 3. Mecanimo de la pergxidacicln 

de Upidcll. 
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El rompimiento de hidroperOxidos llpidos es cataliza por 

metales de transicion. particularmente por hierro y cobre. 

Los productos de la peroxidaciOn de 11pidos incluye epOxidos 

ltpidoá. hidroperoxidos. alcoholes epOxidos y compuestos 

malondialdeh1do IMDAl de cadena corta. etano, pentano y 

4-hidroxi alquenos. <5.181 

Loa procesos de la peroxidaciOn de ltpidos pueden tener una 

variedad de efectos perjudiciales sobre la c6lula. Loa radicales 

librea derivados de AGPI pueden sustraer 4tomos de hidrógeno de 

las prote1nas de membrana y las enzimas que contienen enlaces 

sulfidrilo <SHl son particularmente susceptibles. Los radicales 

de aminoacido as1 generados pueden formar puentes disulfuro y 

enlaces covalentes entre protetna-prote1na o entre 

l1pido-protetna. Las membranas microsomales experimentan 

peroxidación in vitro mostrando fragmentacion. destrucción del 

citocromo P-450 y p&rdida de latencia. La enzima Ca1._ATPasa de 

la membrana plallllllltica es inactivada por la oxidación de grupos 

sulfidrilo esenciales para la enzima. y como resultado hay un 

deficiente control del calcio citosOlico. Los ribosomas se 

desprenden del retículo endop14smico 

lipidos.(3.181 En la mitocondria. 

durante la peroxidaciOn de 

la peroxidacion causa 

inflamaciOn de la membrana. deterioro del transporte de 

electrones y lisis del organelo. La peroxidaciOn de lipidos en 
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Figura 4. FIJentee celulares de radicales Ul:ns. 
Loe rodicalee lil:ree eon producidoe enlas ctlulas por 

la accidn directa de varias -:i.u 110lublee y 

ligllllu a la .....-.uia. La capacidad de rutllll 

empec1fiCllll para ¡reducir radicales lilree varia con 
el tipo de cillula. pero tedu las cillula aerobias 
parecen _. capacea de producir algQn nivel de 

radical• lil:ree. 1231 
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+ 
RADICM.E8 U8RE8/INTERMEDWll08 REACTlVOS l 

(tnllllle, uni6n oovllenlel _ 
+ .. 

PllO'IEINA8 ADN 

Figura ~ Mec4nimo -1iante el eu11l loe radicales lilres 

¡:roducen dlltlo a lu c&lulu. La capacidad de loe 

radicales lilree para interact.-r con Ice UpidCll, lu 
¡rote1nss y el ~provee el potencial para~ 

cubioe que pueden afectar la función celular. (23) 
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los lisosomas causa lisis y liberación de enzillllls. En el núcleo 

la membrana nuclear ~uede ser peroxidada.!3) 

Por todo lo anterior. es razonable suponer que el organil!IDO 

tiene desarrollados mecanismos de defensa efectivos para 

protegerse conlra la acción destructiva de los radicales. Muchas 

enzimas protegen a la c6lula del dafto oxidativo. particularmente. 

la superoxido-di111Dutasa. glutatión-peroxfdasa. 

NlD<PlH:quinona-reductasa y la glutatión-S-transferasa. Los 

niveles de actividad e indice de formación de estas enzi1114s 

influyen en la defensa celular contra los radicales. 116) 

Bajo condiciones normales estas defensas parecen proveer una 

protección adecuada para la integridad de la c6lula. pero existe 

la posibilidad de 

presencia de ciertos 

que en algunas circu11111tancias. tales como la 

xenobióticos. la efectividad de estas 

defensas pueda disminuir o ser abatida completamente. (3) 

Recientes investigaciones sugieren que la peroxidación de 

lipido• y la for1114ción de radicales libree es una propiedad coanln 

de agentes promotores. La acción de los agentes promotores es 

inhibida por antioxidantes; por la enzima superóxido-dismutasa. 

as1 como por inhibidores de la sintesis de prostaglandinas. tales 

como la Indometacina . el Imidazol y el 4cido 

5,B.11.14-eicosatetranoico. 
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Una de las proposiciones mas atractivas para la prevención 

de enfermedades. involucra el uso de nutrientes espectficos para 

proteger a los tejidos contra dano toxico. carcinog&nico y 

contra enfermedades degenerativas. Los agentes protectores m4s 

estudiados son los nutrientes antioxidantes. los cuales incluyen 

a las vitaminas E. e y A: carotenoides, y numerosos compuestos 

polifenOlicos. (25.401 Ya 

directamente de reactivos 

que estos 

oxidantes. 

compuestos 

se sugiere 

"limpian" 

que ellos 

constituyen una defensa vital endógena contra la c&lula oxidativa 

y el dafto tisular causado por quimicos tóxicos y carcinog&nicos. 

La gran evidencia de que ellos desempeftan este papel protector a 

llevado al uso farmacológico de nutrientes antioxidantes. (3,27) 
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1.4. 

En general. los antioxidantes son compuestos polifenólicos 

1116s o menos liposolubles. que reducen el rango de autooxidación 

de los 6cidos grasos.expuestos al oxigeno atmosf~rico. C43.52,55l 

1.4.1 MECANISMO DE ACCION. 

Los antioxidant.es actú~n interrumpiendo la reacción en 

cadena productora de peróxidos, al inactivar a los radicales 

iniciales o a los formados en la reacción en cadena. (16,40,55> 

La vitamina E y otros antioxidantes de 11pidos actúan como 

rompedores de cadena. usualmente.por donación de un 4tomo de 

hidrógeno al radical peróxido !ROO l. formando el hidroperóxido 

<ROOHI y la forma semiquinona del antioxidante. El ROOH es m4s 

estable que el ROO y no es capaz de iniciar reacciones de 

oxidación en cadena. En resumen,· los antioxidantes son 

"limpiadores" de radicale=i libres peróxido. (5,551 

Puesto que, los radicales. como el radical libre de 4cido 

graso IR 1 y el radical peróxido !ROO 1 juegan un papel 

catal1tico. la cantidad de "atrapador" de radicales libres 

requerida para interrumpir el camino de 

comparado con la cantidad de substrato. 

27 
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efectiva de antioxidante para substratos oxidables <AGPil usados 

en la industria alimenticia est4n aproximad11mente en el rango· de 

1: 1000 a 1: 10 000. (52.55) 

1.4.2.. ANTIOXIDANTES NA1'JRALES. 

1. TOCOFEROLES. Los tocoferoles son componentes normales de 

muchas membranas celulares de mamiferos. y el O. -tocoferol 

(vitamina El es la forma m4s común. La vit11mina E es un 

antioxidante biológico. C15l 

En el caso de la vit11mina E. el grupo hidróxilo del anillo 

arom4tico actúa como un donador de hidrógeno. resultando en la 

formación de un radical cromanoxi o fenoxil. C4.16.27l 

La vitamina E es el mayor atrapador de radicales en las 

membranas lipidicas. y ha sido usado cl1nicamente en una variedad 

de enfermedades relacionadas a la oxidación. (16.27) 

La vitamina E disminuye tanto el dafto cardiaco como la 

carcinogenicidad de las quinonas adriamicina y deunomicina. las 

cuales son mutag~nicas y carcinog~nicas. (16,19.27) 
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2. PIGMENTCl8 CAROTENOIDES. Loe carc•tenc•idee 

se encuentran generalmente presentes en las membranas de 

bacterias ·y plantas. y tambi&n so hallan en la piel de animales. 

Loe carotenoides han mostrado ser "atrapadores" de radicales 

ox1geno y pueden proteger contra la totoeeneibilización provocada 

por la luz y contra la peroxidación de 11pidos si el O. esta 

involucrado. (16.2?.44) 

El B-Caroteno es otro antioxidante de la dieta que puede 

proteger al cuerpo graso y a las membranas lip1dicas contra la 

oxidación. Loe carotenoidee son atrapadoree de radicales libres 

extraordinarios represor•• del oxigeno monoatómico. 

El B-caroteno est4 presente en zanahorias y en todo alimento que 

contiene clorofila. y parece ser 

oxi119no monoatómico, generado 

:1a principal .defensa contra el 

como un subproducto de.la 

interacción entre la luz y la clorofila. Loe carotenoides han 

mostrado ser a nti carcinog6no .. en ratas y ratones. Los 

carotenoides (presentes en vegetales amarillos y verdes> 

pueden ser anticarcinog&nos en los seres humanos. (16,27.441 

3. GLUTATION. El glutatión est4 presente en alimentos y es 

uno de loe mayores antioxidantes y antimutag6nos en la fracción 

soluble de las c6lulae. Las enzimas glutatión-traneferasas 

(algunas de las cuales tienen actividad peroxidasa) 

defensa celular contra carcinogenos 

(16,2?) 
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4. ACIDO ASCORBICO. El 4cido ascorbico de la dieta, es 

tambi6n importante como antioxidante. Ha mostrado ser un 

anticarcinog6no en roedores tratados con radiación ultravioleta. 

benzo<a>pireno y nitrito. (16.2?> 

5. ACIDO URICO. El 4cido Orico es un fuerte antioxidante 

presente en altas concentraciones en la sangre de los humanos. 

La concentraciOn de 4cido Orico en la sangre puede incrementarse 

por purinas en la dieta: sin embargo. en grandes concentraciones 

produce Gota. 116.2?1 

6. FENOLES DE PLANTAS. Los constituyentes fenólicos de las 

plantas han mostrado poseer varias actividades, las cuoles pueden 

influir en el efecto tumoral de ciertos carcinog6nos qu1micos. 

Algunos fenoles vegetales han mostrado inhibir la actividad de 

enzimas dependientes del citocromo P450 que metabolizan drogas y 

carcinógenos. 13.9,34.44> 

30 



VITAMINA E 

-
VITAMINA C 

1-....:==~ H2 Oll + 0 2 

A R-8G 
GIU1all6n-S.•8lltlrl 

o no enlllllMoo 

HO 

Figura 6. Antioocidant.ee biol6gicoe: Sist- de clefema. 

Todu lu c&lulu aeróbiu IXlntienen un espectro de 

antioocidant.ee qu!aicas y eiri:imticas CJ111 tramJan en 

VWXl1a pan •inillizar lm1 irdmellbles l"llllCCiCll'lell 

oxidlltiVllll dentro de 11111 ~lulu. 

A 

T~ 

!KIJ: S/perdxido di-.itlllliJ: Gl5H: Glut4ti6n-reducta:B: 

G!BJ:GJut11ti6n diauUido. (23) 

31 

• . . ~· . : ¡~. ,: ~! , ' ·-'. 



1.4.3. ANJ'IOXIDANTES SINTETICOS. 

En la fig. 7 11e mue11tran las estructuras qu1micas 

de los aditivos antioxidantes para alimento• 11611 importantes. que 

son fenoles de varios tipos. 155) 

i. GALATOS. Los ~steres del 4cido g4lico m4s utilizados 

son los de propilo. octilo y laurilo: su solubilidad aumenta en 

e11te orden. 11iendo el primero bastante soluble en agua. Los 

galatos colorean los alimentos de azul. en presencia de hierro. 

Los secue11tradores impiden la reacción. 155> 

ii. FENOLES SUBSTITUIDOS. Es el grupo m6s . importantes y 

sobre todo el Butilhidroxianisol CBHAl y el Butilhidroxitolueno 

IBHTJ. El BHA comercial est4 compuesto, principalmente por dos 

i11dmero•: el 3-terbutil-4-hidroxianisol y el 

2-terbutil-4-hidroxianisol. El BHA y el mrr son f4cilmente 

11olubles en grasa y aceites y casi insolubles en agua. Muy 

parecida es la Diterbutilhidroquinona ITBHQJ. Estos 

antioxidantes han sido ampliamente utilizados como aditivos 

alimenticios en diversos alimentos procesados. !5.16.20,55) 
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Galato de octllo 

<i:C(C•.i. 
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antioxidantes ainteticos. 111.551 
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El gran nálllero de "11tado11 patologico11 que han sido asociado11 

con la relevante producciOn de radicales libres. y 1011 efecto11 

tóxico11 que frecuentemente acompaftan al uso de antioxidantes 

sint6ticos. marca el inter611 para ensayar compuestos presentes en 

forma natural por su actividad antioxidante. Los lignanos y 

tlavonoides est4n ampliamente distribuidos en el reino vegetal y 

11e ha reconocido que algunos de ellos. debido a sus e11tructuras 

fenólica11, presenten actividad antioxidante hacia una variedad de 

11ustancia11 f4cilmente oxidables. Cl2,501 

1.~. COMPUESr06 FENOL:rcoe Y L:rGNANOS. 

1.5.1. COMPUESTOS FENOLICOS. 

Los compuestos fenOl ico11 o polifenoles son compuestos 

secundarios muy importantes producidos por plantas superiores. 

El nwnero conocido de compuestos polifenólicos naturales excede 

los 4000, siendo interior 

fenoles de 

sol11111ente a los alcaloides y 

terpenoides. Los plantas incluyen. tanino11. 

flavono1des hidroxilados. antraquinonas hidroxiladas y derivados 

del 4cido cinamico. Se ha estimado que algunos individuos en la 

población humana ingieren aproximadamente 

vegetales al dia. 
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Loe conetituyentee fenólicoe de plantas han mostrado poseer 

diverea• actividadee la• cual•• pueden influir 

tumoral de vario• carcinog•noe qu1micoe. Alguno• 

eobre el efecto 

planta• han mostrado poseer actividad antioxidante, 

formación de nitroeaminae, e inhibir la actividad 

dependientes del citocromo P-450, que metabolizan 

fenoles de 

inhibir la 

de enzimas 

drogas y 

carcinog&nos. Por ejemplo, vario• estudio• indicaron que las 

aplicaciones tópicas del 4cido t4nico. quercetina. mirecitina y 

del 4cido antraflavico a ratones SENCAR inhiben el metabolilllDO 

epidermal de hidrocarburos policiclicos arom4ticos. (9,341 

1.5.2. LIGNANOS. 

Los lignanos son productos naturales conocidos que est4n 

ampliamente distribuidóe en el reino vegetal. En est4 categor1a 

general han sido identificados 1114• de 200 compuestos con una gran 

variedad en la eetructura qu1mica de las dos unidades 

fenilpropanoide caracter1sticas de los lignanos, as1 como en el. 

grado de oxidación y los tipos de substituyentes que est4n 

presentes.(12.28) 

La amplitud de las actividades biológicas de estos 

compuestos se ha considerado relativamente en forma reciente. 

El mayor inter6s est4 enfocado sobre los efectos de estos 

compueetos como agentes antineopl4sicoe. y la investigación en 
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esta &rea ha revelado diversos mecani!llDOS de 

ellos pueden regular el crecimiento de las 

acción por el cual 

c&lulas de 11141111fero. 

Es claro que los lignanoe poseen 

farmacolOgicae en el hombre. aunque 

una variedad de accione• 

los 116• interesantes de 

estos son poco claro• y no f4cilmente eetudiablee. La reciente 

identificación de lignanos en la eangre y orina hU11111na sugieren 

una necesidad de seguir y entender su• posible• papeles en la 

fisiolog1a humana. 1281 

Por otra parte. a nivel molecular se conoce que algunos 

lignanoe se unen a los microtúbulos de la tubulina. interrumpen 

el transporte de nucleótidos y la s1nte•i• de ADN y eon 

inhibidores espec1ficos para ciertas enzimas. (29) 

Por definición. los 

fenilpropanoide IC6-C3l 

cadena• laterales. (291 

lignanoe son d1meros de unidadee 

ligados por el carbono central de sus 

1.5.2.1. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS LIGNANOS. 

Al ACTIVIDAD ANTITIJMORAL. 

Los lignanos han despertado un considerable interee. ya que 

algunos de ellos manifiestan poseer actividad antitumoral. Estos 
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· lignano• han sido identificados en numerosas plantas como 

re•ultado del proceso de 

cito•t4tica. (28.34> 

tamizaJe realizado para la actividad 

La tabla 1 incluye a ~odos los lignanos que han demostrado 

por ... todos Sn vStro e in vivo. poseer actividades citostatica o 

antitumoral. Con'la excepciOn de tres: SP-1. VP-16-213 y VM-26. 

todos se encuentran en forlllll natural y han sido aislados de 

plantas superior••· (28) 

Bl ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA. 

A lo• lignanos Nor-i•oguayacin y al 4cido 

Nordihidroguayarttico <NDGAl se les ha reportado como inhibidores 

del crecimiento de especies bacterianas como: Streptococcus. 

St11phy l OCOCCUll, Bacillus subtillis y, en el caso del 

Nor-isoguayacin de Pt1eud011KJn11 11eruginos11. La .actividad 

antifungal contra Rhizoctonia 11ol11ni, R-oxiaporum. Pythium spp y. 

Rhizopus nigrant1, tambitn se ha reportado para el NDGA .(28) 
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CompuHto. 

-Acido Nordihidroguayarttico 
-Podofi lotoxina 
-e -Peltatina 
-B-Peltatina 
-B-Peltatin-A-metil eter 
-Podofilotoxin glucoaido 
-Picropodofilotoxina 
-Acido Picropodofilico 
-Auatrobailignano-1 
-Difilina 
-Juaticidin-A 
-Difilinina 
-Dehidroanhidropicropodofilotoxina 
-stegnacina 
-Stegnangina 
-Stegnanol 
-Stegna lona 
- Acido Podofilico etilhidrazido (SP-1) 
-4-Dimetil epipodofilotoxina etilideno-
-B-D-glucosido IVP-16-213) 
-VM-26 

tabla 2. Relación de ~ce lignllllDll 

con actividad 1111titumor111. (26) 
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1.6. CARACIERJ:STJ:~ DEL. ACJ:IX> 

NORDI:HJ:OROGUAYARET::CCO. 

El 4cido Nordihidroguayarttico (NDGAJ (fig. Bl es un 

lignano simple y un antioxidante fenólico presente de manera 

natural como exudado resinoso de muchas plantas. entre las 

principales tenemos a los GuaiacUID officinale, GuaiacUID sanctWD 

y Larrea divaricata. Los primeros son 

perennes que se encuentran en las regiones 

pequeftos Arboles 

costeras 4ridas de 

Am#Jrica tropical. El G. officinale se encuentra sobre la costa 

de Venezuela y Colombia y en las Indias Occidentales, mientras 

que el G. sanctWD se desarrolla en Cuba, Ha1ti. Las .Behamas y 

Florida. Larrea divaricata es una planta destrtica que se 

localiza en Norteamtrica. El NDGA constituye aproximadamente el 

10 - de la resina de estas plantas. (1.11.53,55) 

Dadas sus caracter1sticas f1sico-qu1micas se utiliza como 

antioxidante de.grasas animales. aceites vegetales y productos 

14cteos en industrias alimenticias de Estados Unidos. (42,531 

Estudios realizados por Zhi Y. Wang y colaboradores (1991) 

demostraron en Salmonella typhimuriWD (empleando la prueba de 

Ames) que el NDGA posee actividad antimutagtnica contra el 

metil-metano-sulfonato. el benzo(a)pireno y la aflatoxina Bl. con 

39 



y sin a~tivación microaomal. En tanto que su accion antitWDOral 

tu• evidenciada en dos estadios de la formación del tWllOr 

iniciación y promoción, en ratones hembra SENCAR. (9,46.52) 

. En recientes anos ee ha considerado al NDGA como un potente 

y selectivo inhibidor de la actividad lipoxigenaaa. 

Loa productos metabólicos de la enzima lipoxigenaaa v1a la 

cascada del 4cido araquidónico han deaioatrado jugar un papel 

importante en la promoción del tumor de piel, inducido por el 

13-acetato-12-0-tetradecanoilforbol <TPAl. (1,31, 46, 53) 

HO 

~ 
~OH 

OH 

Figwa 8. Dltructura qu:laica del 4cid0 

Nc:rdihidrogullyar&Uco (~) . 
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Al poseer grupos polares pero no iónicos, el 4cido 

nordihidroguayar6tico puede interactuar con una variedad de 

sitio• de alta afinidad de prote1nae enzillllticas, por ejemplo, 

con el citocromo P-450. y por este hecho podr1a explicarse su. 

actividad.de inhibidor sobre la enzima lipoxigenaea. (53> 

La inhibición de enzimas mono-oxigenaea• dependiente• del 

citocromo P-450, metabolizan a las sustancia• precarcinogtnicas 

o sus metabolitoe reactivos electrof1licos en las ctlulas de 

mam1fero pudiendo ser otra importante v1a para las actividades 

antimutag6nica y antit111110ral del NDGA. (1) 
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1 • 7. SI:sr:EMAS DE PRUEBA. 

En la d&cada pasada se ha visto el r4pido desarrollo de 

sistemas de prueba diseftado• no· solamente para detectar 

ilustancias qu1micas potencialmente mutag&nicas en el ambiente. 

sino tambi&n para empezar -a explorar los problemas relacionados 

con la estimación del riesgo potencial de mutag&noe y 

carcinog&noe ambientalee para el eer humano. (10,291 

Como ei•temas de prueba para la detección del dafto 

gen&tico ee ·han utilizado tanto 

tn vttr0. (32) 

Las pruebas tn vttro son 

tn vivo como 

sencillas de realizar y nos 

proporcionan datos de gran inter&e. En estas pruebae se utiliza 

un agente genotóxico directamente ~obre un cultivo celular. por 

lo tanto. se considera un sistema cerrado donde no participa el 

metabolismo ni la excreción de un organismo vivo. 113) 

• Los sistemae de cultivo de celuloe de mam1fero tienen 

diversos. importantes y significativos usoe en la detección de 

mutag&nos medioambientales y de antimut4genos, en ensayoe de 

corta duración. En estos eistemas. la mutagenicidad de algunoe 

carcinog&noe. los cual•• podr1an eer negat~vos en ensayos de 

mutagenicidad microbiana. podr1an ser detectadoe como mutacionee 

g&nicae, aberraciones cromo11ómica11. ruptura del filamento del 
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ADN. intercillllbio entre cromatides hermanas. etc. 113,25.29.501 

Ahora bien. el intercambio entre crom6tid•• hermanas !ICHel 

es considerada como la prueba citogen6tice 1114s sensible. r4pide y 

sencilla para evaluar el potencial genotóxico de una gran 

variedad de agentes muteg6nicos y cercinog6nicoe. (8.32.39.39) 

El intercambio entre crom4tides hermanes es utilizado como 

una alternativa confiable y un "indicador biológico" reproducible 

en ensayos de toxicolog1a gen6tica que involucran exposiciones 

in vivo e in vitro a agentes genotóxicoe. (8,32.38) 

El estudio de loe ICHs permite conocer la respuesta celular 

ante agentes que lesionan el ADN. Loe diferentes sistemas 

experimentales usados en el an4lisis de este fenómeno pueden 

detectar la capacidad genotóxica de loe agentes f1sicoe y 

quimico• a los que eet4 expuesto el hombre. (32.39> 

Lo• intercambi.o• entre crom4tide• hermanes son un 

intercambio reciproco de secuencias de AON en loci homológos 

entre cromátides hermanas , durante la replicación del AON 

cromo•Omi co . e 8 > 

El proceso de loe ICH se lleva a cabo en la etapa de 

sintesis del ADN. y se ha propuesto que ocurre donde se bifurca 

la cadena doble del AON durante el proceso de duplicación. Por 
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Figura 9. Metafa11e de segunda divi11ion en la 

cual se aprecia e 1 intercaml>io 

entre CTOll4tide11 henlovlllll. 
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lo anterior es factible que las lesiones que no se reparan antes 

de la s1nte•i• del ADN •ean.la• cauaantes de los ICHs. (32! 

El ICH es visualizado al microscopio al permitir a las 

c6lulae tratadas pasar a trav•• de do• ciclos de replicación del 

ADN. en la presencia de 5-Bromode•oxiuridina (5-BrdUl. la cual es 

incorporada en el ADN replicado. Las c6lulas •on teftidas con un 

colorante fluorescente <HOESCHJ' 33258) e irradiadas con luz 

ultavioleta. la cual permite la diferenciación entre crom6tides 

que contienen 5-BrdU de lee que no lo contienen. (10 •. 15) 

El enaayo de ICH.e se puede llevar a callo •obre un sistema de 

cultivo de corta duración jn vjtro, 

sangre perif6rica. los cuales son de 

el dafto biológico inducido por una 

Ut1ando linfocitos humano• de 

f4cil acceso para estudiar 

gran variedad de agente• 

ambientales. La bHe para usar el •i•tema de linfocito• 

•angu1neo• e• que ••tas c6lulae usualmente permanecen en etapa 

00/01 en la circulación perif6rica y normalmente no se dividen 

in vivo. Lo• linfocitos son estimulados f4cilmente a crecer en 

cultivo. y ello• tienen un bajo rango de aberraciones 

cromo•Omicas espont4neae. <B.29,32) 
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OBJETJ:VOS. 



11 Evaluar el efecto citogen•tico que tiene el ACIDO 

NORDIHIDROGUAYARETICO sobre un cultivo de linfocitos 

humanoft, empleando la t•cnica de intercambio entre 

crom6.tides hermanas <ICHJ. 

21 Determinar la frecuencia de los intercambios entre 

crom6.tides hermanas inducidas por diferentes 

concentraciones del ACIDO NORDIHIDROGUAYARETICO 

sobre cultivos de linfocito• humanos de dos 

individuos. 

3) Evaluar la cin•tica de proliferación celular e 1ndice 

mit6tico como par ... tros para determinar el efecto 

citot6xico del ACIDO NORDIHIDROGUAYARl:I'ICO. 
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3. MATERJ:JU. Y MEICXXJS. 

3.1. laTERIAI.. 

3.1.1. MATERIAL BIOLOGICO. 

- Sangre perit•rica de dos · individuos femeninos sano•. 

3.1. 2 REACTIVOS., 

- Acido Nordihidroguayar•tico (SIGMA!. 

-.FitOhlllllllglutinina <PHAI est•ril. 

""Colchicina 0.2 11111/ml. 

- Solución de·KCL 0.075 M. 

- Solución de citrato-fo•fato pH 7.0. 

- Solución •alina de citrato pH 6.5. 

- Colorante de HOESCKI" 33258. 

- Colorante de·GIEllSA, 

- 5-Bromode•oxiuridina (5-BrdUl. 

3.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL. 

En la figura 10 se observa en fol'1111l esquem4Uca el 

procedimiento experimental realizado en ••te ensayo. 
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1. Se realiza la preparación de frascos de cultivo esteril. 

conteniendo cada uno las siguientes sustancias: 

- 8.5 ml. de medio de cultivo Me Coy• 5A modificado. 

- 0.51 ml. de Fitohemeglutinina esteril. 

- 12 gotas de ••11111'• periferica hUm11na. 

2. La mezcla contenida en cada frasco •• h01110geniza y se 

incuba a 3? '"C por un periodo de ?2 hr•. Este tiempo ee 

considerado como hora cero. 

3. A la• 24 hrs, de incubación ee agrega a cada cultivo el 

analógo de base 5-BrdU y la• diferentes concentraciones del NDGA 

correspondiente• a cada cultivo. (8) 

4. Transcurrid•• ?1 hrs. de iniciada la incubación de 

linfocito• se aftade a cada frasco de cultivo el alcaloide 

colchicina (0.2 mg/mll. para detener el ciclo celular. 

5. Al llegar a las ?2 hre. de incubación, se procede a 

obtener las celulas vaciando el contenido de los frascos a tubos 

de centrifuga. m11rcados previ111111nte. los cuales se centrifugan 

por 10 min. a 1200 r.p.m .• y el sobrenadante se desecha. 

6. Una vez obtenido el paquete celular. se le realiza un 
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trat11111iento hipotónico con KCL o.075 M •• y ee incuban a 37•c por 

un tiempo de 30 ain.. traucurrido ••te. •e centrifugan para 

obtener el paquete celular. A ••ta• c•lula• ee le• agrega una 

eolución fijadora .. tanol-4cido ac•tico en proporción de 3:1, 

dej4ndo•e repoear por un lapeo de 15 min. E.te procedimiento ee 

repite tree veces. Con la suepensión celular final. ee realizan 

las preparaciones cromoeOmicae <correspondientes a cada dosis> 

goteando est6 suspensión sobre portaobjetos previamente 

deeengraeado• y limpios: •e ob8ervan al microecopio para 

coaiprobar la exietencia de metafases con el objetivo de 25X. 

?. Se dejan repoear lae lmninillas por ·un d1a en un lugar 

limpio y freeco protegidas' de la lilz. Tranecurrido ••te tiempo 

de reposo ee procede a. teftir diferencialmente las c6lulas. 

empleando la t•cnica de Goto modificada que ha continuación •• 

deecribe: 

al .La• 111111inillas ee e111119rgen en el colorante de Hoeecht 
1 

33258 durante 60 min. 

bl Posteriormente •• enjuagan con agua de la llave y •e 

aecan en el horno a 60 •e durante 5 min. 

c) A continuación·•• montan en una solución reguladora de 
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citrato-to•tato pH ?.O con un cubreobjeto. para •er expue•ta• a 

la luz negra <luz ultravioleta cercana a lo• 10 ·• cm.1 por 60 

•in. 

dl En•eguida •• enjuagan con agua desionizada y se secan en 

el horno a 60 durante 5 min. 

e) Se incuban las laminillas en una eolución salina-citrato 

(2 X SSC pff 6.5) a 60 ºC por 20 min. Transcurrido este tiempo se 

enjuagan con agua de la llave y •• secan en el horno a 60 •e 
durante 5 min. 

f) Finalmente se tiften las laminilla• con el colorante de 

Gie11111a al 2 - en solución reguladora de fosfatos pff 6.8. por 10 

min. Se enjuagan con agua de la llave y se dejan secar al aire. 

(13) 

8. Ob9ervación al microscopio. 

Al Cuenta de Intercambio Entre Crom6tide• Hermanas CICHJ, 

Con el objetivo de 25 X se localizan las metatases que se 

encuentran en segunda división: y se procede a contar loe inter-
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cUlbio. entre.cromiltid•• hennana• con el objetivo d• inmerei6n 

(100 X>. ••to ••realiza en un total de 30 .. taf•••• para cada 

una de 1•• concentracion•• e11Pl••d••· 

B> Indice MitOtico <I.N.I. 

El 1ndice. mitOtico ee obtiene al contar el nilmero de 

ctlula• que se encuentran en etapa de metate••· contenida• en un 

total de 1000 _c:6lu1a• por cultivo y por do•i•. 

C> Cin6tica de Proliteraci6n Celular (CPK>. 

El an411•i• de la CPK ee realiza contando el na.ero de 

.. tata••• en primera diviei6n, eegunda y tercera diviei6n 

celular, contenidH en 100 metate••• por cultivo y por dosis. 

9. An4li•i• eetad1etico. 

El •n4li•i• eetadtstico se realizo de la siguiente manera: 
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- Para el ICH: 

- Para el I. M.: 

- Para la CPK. 

- Anal1sis de varianza de 2 v1ae o<•0.05 

- Prueba t etudent para comparar 

las medias. 

- Prueba de la media poblacional 

con varianza rleeconocida 

ot• 0.05. 

-La prueba de Ji cuadrada oi •0.05. 
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4. RESULTADOS. 

Los resultados de los perdmetros evaluados en los dos dona

dor•• •• muestren en le• figuree: 11. 12. 13. 14. y 1' • 

La figura 14 muestre le frecuencia de ICK8 inducidos por el 

NDGA en ambos donador••. estudiados. En este grdfice observemos 

que el 4cido nordihidrogueyer6tico incrementó el nWllero de ICH en 

función de le concentración empleada. 

En el ceso del donador 1 (don. 1) el namero medio de 'int~r

cambio• por me~efase celular pare el testigo negativo (O.O ~ 

NDGA.> fue de 8.43 con una dHvieción e•t4nder de ·2.02. Al 

emplear le pruebe de t Student CI(• o.o, para comparar les medias 

encontremos que e partir de la primera dosis del NDGA 11.1 ~> ye 

existe una diferencie eeted1sticamente eignif icetiva con respecto 

el te•tigo negativo. con un valor de x ICH - 9.86. FIGURA 11. 

Por otra parte. el testigo negativo corre•pondiente el 

donador 2. tuvo un promedio de ICH por metefese de 8.26 con une 

de•viecion eet4ndar de 2.43. Al realizar le comparación de 

medias con la pruebe de t Studer.t ot• O.O,. observamos que el 

pro-.dio de intercambios <x ICH - 9.,31 • partir de le segunde 

concentración fue diferente estedisticamente respecto al 

testigo negativo. 
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Un an6lieie de varianza de doe vsae fue ueado para determi

nar la interrelación en loe donadora• examinado•. encontr4ndoee 

que no hay diferencia eetadSetica entre ello• (O( O.O~> en 

cuanto a la reepuesta que alllbo• tuvieron eobre la formación de 

ICH. 

La cin6tica de 

concepto que se refiere 

celulares que est4n 

proliferación celular (C.P.K.) es un 

al comportamiento de las poblaciones 

en división. la cual se realiza en 

intervalos de tiempo conocidos en condiciones normales. cuando 

6etae condicione• ee alteran por la acción de mutag6nos. es 

poaible que se preeenten alteraciones de la cin6tica celular; 

principalmente retraeando la velocidad con 

dividen. lo cual se manifieeta como una 

que las c•lulas ee 

acumulación de las 

c6lulas de primera división en relación a loe valores normales. 

Loe reeultados de este ensayo indican que existe un 

retraso del ciclo celular ejercido por el NDGA. pero eete ea 

estadSsticamente significativo (OC•O.O~l eolamente con la 

concentración m4s alta. tanto para el donador 1 como para el 

donador 2. 

Otro paramttro evaluado fue el Sndice mitótico CI.M.J el 

cual es indicativo de la capacidad de división celular. en el que 

una c6lula origina a do• hijas. cada una con un complemento 



cromoa6111ico identico al de la celula progenitora. Cuando existen 

factor•• citotóxicoa que alteran laa taaea del ciclo celular 

puede re•ultsr una diaminución del I.M. debido a la muerte de la• 

c•lulaa. En cuanto a eate par ... tro •e obaerva un efecto 

inhibidor provocado por el 4cido eatudiado que es significativo 

con re•pecto al testigo negativo (O.O ¡.¡M NDGAl con la do•i• mas 

alta empleada en este enaayo, que ea de 27.0 ¡.iM. 



DOllS 
uM 

o.o 
1.1 
u 
1.7 
13.5 
27.0 

CÍMllllG DE RUULTllDOll DEL DTUDio GENDTÓXICO 
DEL NDGACCIRREIPClllDIENTE AL DONN>OR 1 

XICH DEa.SlD. IND.MIT. CPK IND.REP. 
1L Ja. :IL 

1.43 2.02 2.4 31 52 11 
11.W 1.1111 2.0 31 58 13 
10.3° 2.70 2.0 37 411 14 

11.41• 1 .• 1.1 40 41 12 
12.58" 2.0ll 1.5 31 45 11 
14.113º 2.111 o.a 35 43 2< 

·~ -llticamenle 11gn11a11v .. con mipoao 
•l telllgo ~o .111- .,. 0.05 

<Dif-est.rlstamente llgnlflcatlvas con iupec:to .· .. 
•l telllgo Mglllvo. Ji a.edtm•.,. 0.05 

·- ·-

Figura 11. Resultadoe del estudio genotoxico del acido 

nordihidrogllayllritico en cultivo de lintocitoe 

i.-nos. corre9¡lO!ldiente al donador wio. 
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1 
·- -----------·-

CUADllO DE REIULTADOll DEL YTUDIO GEllOTÓXICO 
DEL NDGA CORREll'ONDIENTE AL DONADOR 2 

DOlll XICtl DEI.STO. IND. MIT. CPK 
úM 1•. 2a. 

·-------------- .. 

o.e 8.28 2.43 2.3 32 411 
1.1 11.03 1.114 2.1 33 47 
3.8 11.53' 2.82 UI 24 411 
8.7 11.1' 2.30 1.4 35 50 
13.5 12.a• 249 1.2 40 47 
27.0 12.13' 3.13 O.ti 57 32 

• .._ _llllca,,,.,.. lillnif1C81iv• oon f9lll8CIO 
1lte91igo~o. ISI- p=D.D5 

<Dlf-.S estmllllc:lmente signiflc:.tlva con respecto 
•l te91igo neglllvo. JI ruadr.ra pe o.os 

Figura 12. Riesultlldoe del e8tudio genotOXico del 4cido 

ncrdihidroguayar6tico en cultivo de linfocitoe 

h1.m110e. correspon:lientes al doMdor dos. 
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~- DISCUSION. 

Son muchos loa antioxidantes que han demostrado tener 

actividad anticarcinog6nica, debi~o a ello. el 4cido 

nordihidroguayar6tico ae ha convertido en una mol6cula 

prometedora ya que loe estudios encabezados por Me Cormick y 

Spicer (29) mostraron que durante un periodo de doe aftoe 

administrando ratas a razón de 1000 mg/Kg de peso, no se 

observaron efecto• tóxicos 

para dicho 4cido. Por 

y s1 

otra 

un amplio margen de seguridad 

parte. los estudios de 

quimioprevención utilizando de l'a segunda etapa de tumorig6nesis 

en la piel de ratón por Nakadate y colaboradores han reportado 

que la administración tópica del NDGA puede inhibir la inducción 

de la actividad enzilll4tica de la Ornitin-descarboxilaea-epide1'1111ll 

<ODC> y la promoción del tumor de piel por. el 

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

Tambi6n estudios realizados por Zhi Y. Wang y colaboradores 

(19911 indicaron que las aplicaciones tópicas del NDGA a ratee 

SEN CAR inhiben el proceso carcinog6nico epide1'1111ll de 

hidrocarburos policiclicos arom4ticos; y que este miBDIO dcido 

presentó una acción antimutag6nica en bacterias de Solmonella 

typhimurium contra la Aflatoxina Bl, el benzola)pireno y 

metametilsulfonato. 
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No obstante. los buenos antecedentes mostrados por el NDGA. 

como anticarcinogeno. no existen estudios de evaluación 

genotóxica que permitan establecer criterios para su utilización 

en el humano; por lo tanto se diseno el presente estudio donde el 

par4metro de evaluación fue citogen&tico utilizando para ello el 

cultivo de linfocitos humanos midiendo la frecuencia del 

intercambio entre crom6tides hermanes. 

Debido a que en esta primer estapa de evaluacion. lo que se 

desea es determinar el potencial • genotóxico del compuesto ae 

trabajó con un amplio margen de concentraciones que van desde 

1.1 µM hasta 27.0 J,IM: estas concentraciones en relación a le 

com~nmente empleada del NDGA como antioxidante (0.02 - del 

contenido de grasa o aceite) representen una diferencia de 10 

hasta 20 veces mayor. pero son las sugeridas por Brusick puesto 

que representen concentraciones que en el cultivo celular no 

provocan efectos tóxicos (como muerte celular) pero si es posible 

poner de manifiesto el dafto sobre el material cromoedmico. 

En los estudios antecedentes del NDGA. los datos obtenidos 

muestran una acción protectora por parte del 4cido con respecto e 

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 

importante. 
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Los resultados obtenidos con ambos donadores son muy 

ya que la respuesta al incremento de !CH tuvo una 

diferencia significativa con OC•0.05 a partir de la primera 

do11is <1.1 uMI para el donador 1 , y en Ja segunda concentración 

(3.6 &IMl para el donador 2 con respecto al testigo negativo 

(0.0 plO: por lo anterior podemos decir que el NDGA es un activo 

inductor de ICHll. 

La elección de dos donadores diferentes fue con el fin de 

descartar que el efecto observado fuera debido a la idiosincracia 

del individuo y no al efecto ejercido por el 6cido. 

Se ha utilizado como parlSlll6tro de an6lisis al ICH :in v:itro 

para evaluar el efecto de otros antioxidantes naturales como lo 

es la vitamina C: Stich reportó en 1976 que &stos eran inducidos 

en ctlula• de h4111Bter.chino expuestas durante 2 a 3 horas a una 

concentración de 1 x 111'4 a 1 X 10·• N de 6cido asc6rbico. y 

que dicho efecto aWDentaba para periodo• 

prolongados <haata de 24 hr•l (Stich 

de exposición aún m6s 

y col•. 1976 y 1979). 

Al jgual que Stich, Galloway y Painter realizaron la milllllll 

prueba, pero utilizando ademlls linfocitos hwnanos y una dosis de 

ascorbato de 0.1-10 mN obteniendo tambi&n un incremento en los 

ICHll. En 1986 Krishna, Nath y Ong determinaron que el lle ido 

ascOrbico a una dosis mllxima de 6.68 g/Kg en condiciones in 
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vivo/in vitro actuó como un agente 

tóxico para c6lulas de bazo. 

co-inductor de ICH y fue 

Como observamos la vitamina C provocó un aumento del nWllero 

de ICH por si mimna. 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 mutag&nica conocida: 

todo lo anterior con el fin de saber si el efecto antigenotóxico 

por parte del 4cido se hace evidente a pesar de que por si solo 

dicho 4cido esta ejerciendo una acción genotóxica en este sistema 

de linfocitos humanos. ya que en los estudios dirigidos por Zhi 

Y. Wang y cole. &ste 4cido presenta una acción antitumoral al 

enfrentarlo con hidrocarburos policiclicos aromllticos (potentes 

carcinog&nosl en ratas SENCAR y un efecto antimutag&nico en 

SaJmoneJJa typhilllllTiUJD sobre la aflatoxina Bl. el benzo Cal 

pireno y el metilmetano sulíonato. 

En nuestro sistema de prueba. la medida para evaluar el 

posible efecto citotóxico del NDGA fue a trav&s de la medición de 

los parcun&troe de indice mitótico (I.M) y cin&tica de 

proliferación celular (C.P.Kl. los cuales representan la 

capacidad de división celular y de la velocidad de división 

celular respectivamente, la alteración de estos par4metros 

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 mi1111110s en forma proporcional a la dosis 

empleada que no tuvo significancia estad1•tica con respecto al 

.testigo negativo, <O.O µJI NDGA> sino hasta la lllti- dosis 

utilizada (27.0 µ M). 

Teniendo en cuenta estos resultados y los de la frecuencia 

de ICH, podemos decir que el NDGA no presento un efecto 

citotóxico evidente.pero s1 un efecto genotóxico. lo ·que indica 

.que la actividad sobre el DNA se manifiesta en primer lugar. alln 

antes del dallo celular. 

Por lo anterior podemos considerar que lo• .efectos del NDGA 

sobre las c&lulas depende del sistema de prueba, de las dosis 

empleadas as1 como del metabolismo. En nuestro caso se trato de 

un sistema cerrado en donde no participó el metabolilllDO ni la 

excreción de un organismo.. por lo cual considera1DO• que en 

estudios posteriores se pudiera simular el metabolilllDO al agregar 

una fracción microsomal de h1gado de rata <fracción 59) y poder 

comparar si el efecto observado se sigue 

modificaciones. 

conservando o existan 

Estudios posteriores encaminados a caracterizar 1114s 

ampliamente a 6sta sustancia podr1an arrojar resultados 1114s 

satisfactorio8 con el fin de, en un futuro. poder utilizar esta 

sustancia en la quimioprevención del c4ncer. 
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CONCLUS J:ONES. 



C5 • CX:>NCLUSJ:ONEB. 

1). El Acido Nordihidroguayar6tico es un activo inductor de 

la frecuencia de loe interclllDbioa entre crollldtidas 

hermanas. 

2). El comportamiento del NDGA en lo• cultivos de linfocito• 

proveniente• de dos donadores fue similar. 

3). El NDGA no pre•entó efecto citotóxico, pero si un efecto 

genotóxico. el cual e• evidenciado al exi•tir un fuerte 

incremento en el nllmero de ICH8. 

41. En base al indice mitOtico y la cin6tica de prolifera

celular no •e encontró efecto citotóxico por parte del 

HDGA. 
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