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RESUMEN

De acuerdo a los estudios realizados tiltir te sobre vitarnina E, se ha determinado una

ible accién anti osa , debida a sus propiedades antioxid. , los cuales protegen

la fase lipldica de las células del daiio oxidativo y a su funcion como eliminador de

radicales libres.

El siguiente trabajo comprende el estudio de tres dosis de vitaniina E (alfa tocoferol) de: 1X

10+, 2 X 104, 3 X 10‘M, sobre linfocitos h exp al mutdg itomicina C

(MMC) que ha mostrado ser un potente inductor de ICH tanto in vivo como in vitro,

El efecto fue evaluado mediante la prueba de intercambio de cromdtides hennanas, ya que
es la prueba que mejor cvalia el dofio genotdxico, y la mds sensible segin estudios
realizados. El andlisis estadistico se llevé a cabo mediante el andlisis de varianza de
clasificacion doble con repeticiones y las diferencias entre las medias se resolvieron con la
prueba de rango studentizado de tukey ambas pruebas con x=0.05. También se evaliia el
efecto de dicha vitamina sobre la proliferacién celular en linfocitos humanos y se analizé

mediante la prueba de chi cuadrada (x') con p> 0.05.

amos que la vitomina E por sf misma no es genotdxica, ya que no aumenta la
JSrecuencia de ICHS, ademds ejercid un efecto anti ICH en un rango de dosis de 1 x 10+ a 2
x 10“ con un % de inhibicisn de 16.38 y 80.9% respectivamente, por otra parte no presents

efectos sinergisticos con la MMC en la frecuencia de ICH.



En la proliferacidn celular de los linfocitos liumanos (in vitro), la vitamina E modificé de

manera significativa la proliferucidn celular, por ella misma, y asoclada a la MMC.
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ABREVIATURAS

ICH Intercambio de cromdtides hermanas

MMC Mitomicina C

DMSO Dimetil Sulféxido

IR Indice de Replicacién

DNA Acido Desoxirnibonucleico

BrdU Bromodesoxiuridina

%I Porcentaje de Inhibicidén
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1. INTRODUCCION

1.1 Aspectos de la Antimutagénesis y Anticarcinog

Desde hace un decenio se reconoce la gran importancia de los factores ambientales en el

cdncer kumano. El término "factores ambientoles” incluye todos los riesgos de origen

exdgene, no sélo agentes fisicos y guimi extri) sino bién factores del

comportamiento como los baiios de sol, la dieta, el hdbito de fumar y la bebida.  El ritmo
acelerado de nuestra sociedad tecnoldgica presenta con frecuencia amenazas potenciales.
(Somers. E, 1981).

Estamos en una época quimica, en la cual la aplicacidn de nuevos productos (combustibles,
Sertilizantes, aditivos alimentarios, etc), se ha multiplicado en los iltimos 30 arios. En
particular el us¢ de quimicos orgdnicos se ha incrementado niuis de 300 veces.  Segiin
chlculos actuales se utilizan en la vida diaria unos 60,000 productos quimicos naturales o

simtéticos y cada afio salen al mercado aproximadamente mil nuevos productos, los cuales,

ya sea en su forma original o residual pued arse en el aire, el agua, los alimentos

0 ¢l suelo en forma de contaminantes emanados de los procesos de produccién o consumo.

Maugh, 1978. Estas ias son p iatmente peligrosas para la salud del hombre,

sin embargo los ensayos sobre carcinogenicidad sélo se han aplicado a unos 6,000

Estudi. idemivldgicos indican que el cancer figura como la segunda

{ 4 ¥ &

causa mds importante de defuncién para ambos sexos, ast como también la primera en

cuanto a la pérdida potencial de adtos de vida en las mujeres. {(Canada. 1977),



Segiin el promedio de defunciones les y la localizacidn del cdncer, la mdxima
monalidad es causada entre los hombres por los edniceres de pulmdn, de colén, recto y

estémago.

El hombre estd expuesto a dosis naturgles de radiaci ioni. demds de las

diaci jeas ial; te para los que viven a gran altitud. La tecnologia actual

¥

ha propiciado el uso de los rayos X, las emisiones de reactores nucleares y los

radionucledtidos en el agua son sii 7 que tan el riesgo a la salud. Por otra

parte se sabe que muchos mutdgenos y carcindgenos causan dafio oxidativo a la célula y

Aered,

contribuyen a las complicacii en la patogénesi ltifc val de otras enfe

(Marx 1987).

En el desarrolle tumoral la activacidn de oncogenes es un proceso que puede ocurrir
después del perfodo de iniciacidn e influir en las fases avanwdas de la malignidad, en
asactacién con una extensa proliferacion de células adyacentes y al desarrollo de

metdstasis. Bishop, 1987. Afortunadamente nuestro organismo posee diversos recursos

protectores, dirigidos a minimizar las con cias por las frecuentes exposicones a
agenles nocivos.

De lo antes expresado se concluye que aiin no se conoce por completo la estrategia para

prevenir el cdncer, sin embargo se ha sugerido la imp ia de ag 1p de

inhibir las mutaciones, (De Flora, 1988).

Algunos reportes en lu literatura se refieren a la prevencidn de céncer, y nos dicen que

evitando la exposicién a factores de riesgo se puede tener mds seguridad en cuanto a no



)

como aquell. ? efe das en

contraerio. Esta prevencidn primaria estd defi

individuos con buena salud, que eviten la exposicién a factores de riesgo, o estimulen los

de defensa del organi. Lapre i6 daria (prevencid 1y ),

se refiere a la participacion de medios de deteccidn e intervencidn antes del establecimiento

de una dicid Isgica clini te aparente, la (ercera prevencidn se propone

Ly &

minimizar el efecto de lu enfermedad evitando el desarrollo de complicaciones o recatdas

posteriores a la terapia, (Last, 1950).

4.

En este las sustancias inhibitorias de la génesis y carcinog is son de

particular interés porque también colaboran en la prevencidn del cdncer humano. El

propdsito  de buscar inhibitorios de la mutagénesis es descubrir también ag
icarcinogéni El esclarecimi, de los i de inhibicidén nos permite inferir
la posibl ividad anti énica de los puestos. Gairns, 1986. En la dieta se
Ig sustancias con estas propiedades, como antimutagénicas se encuentran
las porfirinas, los dcidos grasos, vitaminas, polifenoles y 7 sulfidrilo y como
énicos los vitaminuas A, E y C, p sulfidrilo, grasas, selenio, calcio y

3

la fibra. (Hikoya, 1988).



1.2  Vitaminas, Clasificacion y Funciones

1.2.1 Clasificacién
Las vitaminas generalmente se clasifican en: A, C, E, K, D, Py los miembros del complejo

vitaminico B: B1 o tiamina, B2 gue bién se como vitamina G, y la riboflavina,

el deido nicotini icoti ida o niacina) B6 o piridoxina, dcido pantoténico, biotina,

{

deido félico, B12, colina, inositol y dcidp para aminobenzoico. (Randolph, 1987).

Las vitaminas se clasifican en base a su solubilidad en dos grandes grupos las

hidrosolubles y las liposolubles. La funcid imdtica de todas las vitaminas
hidrosolubles estd razonablemente bien conocida con excepcidn de la vitamina C. Las
vitaminas liposolubles, comprenden a las vitaminas A, D, E, y K. Solamente los animales

superiores parecen requerirlas de procedencia exdgena, no se ha podido establecer todavia

claramente el papel ial de las vitaminas liposolubles, en los vegetales y en los micro-
organistmos. No parece que sirvan de comp tes de las i sino que actiian por
otros caminos que precisan sol f idad {ni de ellas.

122 Funciones

En 1912 el inglés F. G. Hopkins de v expery Imente que los animal

algo mds que p inas, grasa y glicidos en la dieta para su normal crecimiento. Postuld

gque uno o mds "factores ios” p en los ali tos naturales eran también

necesarios para la nutricién animal. En el mismo aiio Casimir Funk obtuvo un



concentrado de una amina a partir de la cascanlla del arroz, que aliviaba los sintomas del

beriberi, enfe dad corriente entre los marineros japoneses limitados a una dieta
de arroz molido o descascarillado. De ahf se acuiid el nombre de vitamina, indicativo de
amina esencial para la vida y todavia conservamos el nombre en la actualidad, aungue

muchas de las sustancias de esta clase no son aminas,

Med: un fracci i i dtico de las fuentes naturales de los factores de
crecimiento, y ensayando la p ia de los ados sobre el ritmo de crecimiento de
los animales, se logrd final) bt dickos fo es en forma pura, lo cual permitié
su ident{ficacidn quimica. Ademds del ritmo de crecimi y/0 los sii deficitarios,

se emplearon otros criterios tales como la escamosidad de la piel, deslustre del pelo,

alteraciones, motrices, etc., para determinar la potencia de los c: ados vitamini

Un cambio profundo sc produjo a mediados de la década de los afios 30 s, en que fueron

sintetizadas por primera vez alg itaminas (Lekninger, 1982),
13  Visamine E. Ce izacién y Funcifn quimii
13.1 Caracterizacién

La vitamina E fue conocida como la vitamina de la antiesterilidad desde que se descubrié

en 1922 por Evans y Bishop, como el aceite soluble que previene la reabsorcidn de fetos

enratas h ydeg idn icular en k La primera historia de Ia vitamina

Jue revisada por Evans, 1963,incluyendo el trabajo de Karrer Fernolz, los Emersors, y



otros en el aislamiento y is de los comp de tocoferol, El nombre tocoferol se

derivé del griego Tokos (alumbramiento) y Phero (soportar), pero actualmente se reconoce
que su influencia es mayor que la acepcibn inicial. El grupo de la vitamina E. incluye 2
clases de compuestos derivados del 6-croman-ol. La primera serie de tocofervles deriva del
tocol, el cual contiene 16 carbonos saturados. La segunda serie, los tocotrienoles que
contienen una triple insaturacién en cadua cadena. Cada serie de compuestos difiere sélo
en el niimero y posicién de los grupos metil en la estructura. Alfa tocoferoles son los mds
extensamente distribuidos en la naturaleza y es el mds activo bioldgicamente de los

compuestos. Su férmula se encuentra en la Figura.l

La vitamina E se encuentra comiinmente en plantas y estd presente en alta concentracidén
en muchos de los aceites de semillas como la soya, semillas de algoddn, mafz, girasol y

germen de trigo. Los aceites de olivo, coco y cacahuate son bgjos en esta vitamina. Los

tejidos animales tambié) 7 p ias cantidades de vitamina E, que pr

cominmente en forma de alfa-tocoferol,



o¢ — Tocoferol
(5.7,8 - trimetyitocol }

cus

CHS CH3 C H3 CH3

HC 1
3 2 - - - - —cH-eH
ew)y cn (QH2)3 en-(en), 3

Formula Quimica de Ia Vitamina E ( Alfa Tocoferol ).
(Painter B. Robert. 1980)

Figura 1.



1.3.2 Funcién Quimica

La vitamina E es un producte antioxidante, en parie es protector de otros nutrientes como

la vitamina A y los dcidos grasos pelinsaturados protegiéndolos de la oxidacidm destructiva,
" debida a la expesicion de oxigeno molecular. Tol awse-oxidacién da como resulindo la

polimerizacién de los dcidos grasos inssturades, proceso gme es semejante al "secado” del

aceite de linac en las pinturas, para prodwcir un producto, polimero insoluble, tenaz y

dure,

1.3.3 Funcién Biolégica

Un estudio realizado proporciona informacién sobre la actividad bioldgica del tocoferol,
Como reabsorcién fetal en ratas hembras o degeneracidn testicular en ratas macho en una

dieta escasa en tocoferol. Otro lio mds reci indica medidas importantes con las

R,

en

cuales el tocoferol puede prevenir la hemdlisis de eritrocitos, do estos son inc
deido dialdirico o perdxido de hidrégeno diluido, el cual excenta de peroxidacién lipidica a

la membrana del eritrocito.

El papel biologico de la vitamina E en sist biolbgicos es tod: controversial. Por lo

menos existen tres escuelas de diferentes pensamientos iderando la funcién bioquimi.

de la vitamina E. (Wasserman and Taylor 1972).



Una escuela sostiene que la funcidn primaria es de un antioxidante y que los sintomas de
deficiencia de vitamina E son secundarios, in vivo existe un daiio a la estructura celular

producida por intermediarios de peroxidacién lipidica, esto en ausencia de vitamina E, que

da como resultado radicales libres que interactiian con un sitio de la enzima critica y/o

membrana estructural.

Ofra opinién sobre la vitamina sugiere que los sintomas de deficiencia no pueden explicarse
por peroxidacién lipldica, y que existe un papel mds espec{fico.
Un tercer punto de vista abarca las 2 funciones de la vitamina E, como un antioxidante en

la prevencién de sintomas de deficiencia, y en otros casos de funcidn mds especifica.

En apoyo a la dltima teoria, Wasserman y Taylor tienen clasificada a la deficiencia de

vitamina E, dentro de 2 categorias. Una que responde a la pre ia de antioxide y
bién responde a la vitamina E. Otra que responde a la vitamina pero ro es afectada

por antioxidantes.

Los sintomas que responden a los antioxidantes incluy efalomalacia, hemolisis

eritrocitica in vitro y formacién de pig ceroides.

")

a los antioxide

Los sintomas que responden a la vitamina E pero no resp
incluyen distrofia muscular, en algunas especies, degeneracion testicular en ratas y anemia
en changos. Esto parece resultar de que las funciones de la vitamina E en ambos sistemas
sea como un antioxidante y ofra funcién mds especlfica pero asin no conocida.

9



La delincacién del tocoferol se complica por la variacién de  la respuesta en diferentes

especies que utilizan a la vitamina, y por la relacion de la vitamina E con otros factores

de la dieta, al, s Si) son prevenidos por los compuestos saturados por

antioxidantes no especificos,como el selenio o por el sulfuro contenido en cierto

aminodcido.

Es importante serialar que la mayoria de los sintomas por deficiencia de vitamina E pued.
ser prevenidos por un antioxidante no especifico. Encefalomalacia y diatesis exudativa en
pollos son tipicos ejemplas de este feno Ademds de la pigmentacién cerolde , la

coloracidn amanlla café del tejido adiposo, (Nogichi et. al,1973).
La vitamina E puede actuar dentro de la membrana lipidica de Iz célula cuando estdn
neutralizndos los radicales libres, asv previene una auto-oxidacion por reaccién en la

membrana de la cadena lipidica.

La anemia en changos parece ser el resultado de una deficiencia de vitamina E, que

provoca la destruccion de células rojas por peroxidacion de la membrana (Fitch, 1968) En
nirios con desnutricidn caloricoproteica parece presentarse el misimo problema. (Majaj et.

al: 1963). Algunas evidencias sugieren un efecto directo de vitamina E en la biosintesis

del grupo hem. (Tappel, 1970).

Segun Tappel las funciones de la vitamina E incluyen la inhibicién de la peroxidacion
lipidica. Asi como explican el papel de la vitamina E en la sintesis del grupo hem pero

todavia esta por comprobarse. (Tappel, 1969).

10



1.3.4 Antimutagenicided

Epldemioldgi se ha enc do una relacion inversa entre la fr ia del cdncer
de mama y pulmén con la concentracién de la vitamina E en el suero.  Ademds se ha
asociado una concentracién alta de alfa tocoferol en el plasma con reduccidn de la

mortalidad total por cdncer (Salked, 1986,and Wald Borehan J. 1984).

A partir de los estudios de laboratorio, se aprecia que la posible accidn anti vsa de
la vitamina E se debe a sus propiedades antioxidante, lo cual protege la fase lip{dica de las

células del dasio oxidativo, y a su funcién como eliminador de radicales libres. (Wald,

1984).

1.3.5 Mctabolitos de la Vitamina E

Muy poco se conoce de la ruta metabdlica de vitamina E. La formacién de un dimero y

lonado como el resultado de la

un trimero en ratas y un pigmento en higado se ha

oxidacién de alfa-tocoferol. Ningin compuesto evidencia la actividad de vitamina E, pero

ellos se forman en tejidos animales, la admini i6n oral del dimero sintético indica la

absorcidn extremadamente pobre en el lumen intestinal (Csallany y Draper, 1963; Draper

et al,, 1967),

n



Se han identificado dos metabolitos menores de la vitamina; alfa tocoferol-p-quinona, que
se encontré en hfgodo de rata y tejide adipeso, posterior a la administracién de dosis

iva de vitamina E. Es posible que este comp se forme via alfa-tocoferol quinona

que es por si mismo un metabolito menor de la vitamina, el cual es excretado

particularmente por heces (Cassallany et. of 1962).

1.3.6 Toxicidad de la vitamina E.

La evidencia sugiere que la vitamina E tiene un bajo nivel de toxicidad en el humano.

(Hillma, 1957), esto tiene relacion con la hipervitaminosis, en pollos, a los que se les

administré. Los estudios mostraron depresién en el crecimiento, en calcificacién, en los

niveles kematocriticos y de mitocondria de miisculo esquelético, asi como incr en los
tiempos de protrombina. Los efectos en la calcificacién bsea y el tiempo de protrombina

sugieren que los requerimientos de vitamina D K se incrementaron r la
q

hipervitominosis de vitamina E. (March et. al, 1973),
En diferentes enfermedades se proporcionan grandes dosis de vitamina E, como son las

enfermedades del corazén, la infertilidad o la distrofia muscular, pero esto no es suficiente

pora r 4, ! tos excesivos de la viaming E. Ce ittes en Nutritional

{4

Misinformation, 1973; Olso 1973, por el contrario sugirieron que es necesario revalorar la
posibilidad de efectos adversos en el hombre, a la luz de los resultados observados en

sobredosis de vitamina E en pollos.
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14 HI bio de ides A acn)

1.4.1 Definicibn y Antecedentes de los ICHT

Como método de evaluacién usaremos el estudio del intercambio de cromdtides hermanas.
Este aspecto como su nombre indica se refiere al intercambio de segmentos simétricos y

! entre las cromdtides de un mismo cromosoma (Me Clintock 1938). Figura 2.

En 1957, J. Herbert Taylor y sus colegas en los dep tos de Biologla y Medicina en

el laboratorio Nacional de Brookhaven publicaron una contribucidn demostrando la

A, Ao citnldor en pl

existencia de intercambio de cromdtides hermanas g Y. 3

mediante la incorporacidn de timidina tritinda en la replicacién del DNA. Al ailo siguiente
Taylor publicd la primera contribucidn que examina los eventos moleculares en la
Jormacién de ICH. Todavia 25 aiios después, cient{ficos interesados en el significado y

utilidad de este fend: intian propiciando su expansid

3
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Intercambios de cromatides hermanas. Sencillos, dobles y triples
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1.4.2 Importancia y método de Estudio de los ICH

Lo farmacidn de ICH tiene relacion con otros fendmenos bioldgicos incluyendo,

carcil i énesis, transfor idn, clastogénesis, darios al DNA, reparacidn y

toxicidad celular, que son li ! diados en la toxicologia genética, que

/4 (¥

utiliza exposiciones in vitro e in vivo aprovechando numerosos tipos celulares, incluso de
origen humano. El ICH tiene relevancia como indicador de exposicidn a agentes

genotdxicos.

Los esfuerzos autorradiogrdficos iniciales realizados por H. Kato 1974, demostraron

diversos mutdg comno ind es de ICH, sin embargo hasta que Latt introdyjo en 1973

el uso de la bromodesoxiuridina, la técnica tuvo auge y mostrd su potencial para estudiar
mutdgenos. En este interés contribuyeron manera especial los estudios efectuados por (Latt

en 1975).

El andlisis de los ICH se considera un ensayo para determinar el efecto genotdxico de

tanci Hay evidencia dc que para hos agentes, el dio de los ICH

diversas
proporciona un {ndice mds sensible para detectar el dafio genético. Por esto el Comité de

Teeidd,

como un st prueba. (Latt,

Genética Toxicoldgica de Estados Unidos le ha i

1981).

15



En México, P. Morales Ramire: ha usado con éxito la BrdU absorbida en carbon activado,
como un medio para poner de manifiesto el ICH en ratones. Anlteriormente se hacia uso

de inyecciones muiltiples o la infusidn continua para incorporar la BriU. (Raymond 1984).

El método se basa principalmente en incorporar bromo-desoxiuridina al DNA, cuando

menos en el primero de dos ciclos de division sucesivos, y en analizar los cromosomas al

microscopio de fluorescencia, después de teiiirlos con bisbencimida, posteri te se
desarrolld una técnica gque permita teftirlas con Giemnsa y ebservarias al microscopio de

campo claro. (figura 3) Wolf and Perry 1974: (Goto et. al 1975).

16
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Recientemente se han desarrollado métedos basados en la tincidn dife lal de las

cromdtides hermanas con anticuerpos anti-BrdU gque son itiles incluso para

incorporaciones muy bajas de Brdl'. (Vogelet, al, 1986).

Las pruebas indican gue las lesiones en el DNA son resp bles de la induccidn: de los

ICH, aungue no se sabe cual es el mecanismo involucrado. También se ha seiialado que

la mayor pante de los mutigenos conocidos son caj de ! bl te la

Jrecuencia de ICH, (Morales P., 1953).

La formacién de los ICH se lleva a cabo en la etapa de sintesis de DNA Wolff, 1974, y
se ha prepuesto que ocurre donde se bifurca la doble cadena del DNA durante el proceso
de duplicacién. Es factible que las lesiones que no se reparan antes de la sintesis del

DNA sean las causantes de los ICH. (Kato H., 1980)

Independientemente del interés cient{fico que suscita el estudio del fendmeno de los ICH
como un indicador de la respuesta celular al danto producido en el DNA, el andlisis de este

5

Jendmeno puede aprovecharse para la deteccién del potencial génico de las sust

a las que por diferentes razones estd expuesto el ser humano, (Latt, 1976).
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1.4.3 Relacidn de la Vitamina E con los ICH

En algunos estudios se ha puesto de manifiesto Iz accidn anticarcinogénica de la

E, en un intento de entender como es que se realiza este efecto protector, Evaludndose la

\pacidad anti génica de la vitamina E, a través del ensayo del ICH inducidos por un
mutdgeno de accidn reconocida. En el caso de encontrarse una efectiva accidn anti-ICH,
por parte de la vitamina E, se presumirfa que tal vez su accién anticarcinogénica involucra

un evenlo antimutagénico y gue no solamente se debe a la accion antioxidante sobre los

b les. (Beck C. et.al, 1982).

Actualmente se conoce el dario que producen gran niimero de agentes al DNA, también se
ha observado que causan un significativo incremento en la frecuencia de ICH,

comiinmente a dosis bajas: lo cual en ocasi se correlaci con un apreciable

incremento en las aberraciones cromosdémicas.

La validez del andlisis del ICH como una prueba sensitiva y conveniente para detectar

mutd, s y carcing, se ha i igado in vitro, e in vivo, usando diferentes tejidos

¢ 43

¥ distintos animales intactos, (Latt, 1979).

Los ICH son usados para detectar los efectos de los clastégenos y para diferenciar la

JSrugilidad de los cr en las enfermedad,
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1.4.4 La Mitomicns C (MMC) con respecto a los ICH

Con relacidn a este compuesto que induce gran ndmero de ICH, en un experimenio

Lirerd,

reali; con sels carcindg inductores de ICH, en linfocitos humanos se observé que

fa MMC es un p lastd, e ind: de ICH a las 24 hrs. de exposicién. (Craig.

H. el. al. 1977).

1,

Los inter bios son mds [ tes que las rupturas cromosdmicas o de

cromdtides por ejemplo en dios in vitro se observa un incremento significativo de la
Srecuencia de ICH con tan solo 3 ng/ml de MMC. En cambio las aberraciones

cromosémicas son menos frecuentes, 100 veces menores en comparacién con los ICH.

También se ha d ado que la MMC induce una clara relacion dosis-respuesta, La

MMC fue elegida para esta investigacion por su marcado efecto sobre el DNA celular,

demds de que la molécula esta li caracterizada en sus aspectos quimicos y

P

bioldgicos.

A partir de los ICH se puede obtener informacion importante sobre el dafio a los

cromosomas, ya que nos permite una sensitiva deteccion del daiio al DNA. (Samuel Latt

1974).
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II. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Determinar el efecto de la vitamina E, sobre los intercambios de cromdtides hermanas en

un cultivo de linfocitos humanos.

1.2 Objetivos Prticulares

H.2.1 Observar la variacién que sufren los ICH por induccién de difercntes dosis de

vitamina E, aplicados in vitro ante una dosis determinada del ig MMC.

11.2.2 Analizar la posibl dificacién de la proliferacion celular que puede surgir en un

cultivo de linfocitos h ex; a MMC y a dife es ¢ traci de vil

E.

11.2.3 Determninar si la vitamina E y la MMC poseen juntas un efecto co-mutagénico,

sobre la frecuencia de ICH in_vitro,
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m HIPOTESIS

La vitamina E tiene un efecto inhibidor de la produccién de ICH ocasionados por la

Mitomicina C.
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IV. MATERIAL Y METODOS

IV.1 Material Utilizado

-Frascos de cultivo celular estériles con tapa de hule.
-Pipetas pasteur (estériles)

~-Pipetas de 1 ml. graduadas

-Pipetas de 5 ml, graduadas

-Micropipetas y puntas para micropipetas estériles
-Jeringa de 10 mil. (estériles)

-Tubos para centrifuga

-Perillas de goma

-Equipo de filtro millipcre

-Matraz erlenmeyer de 250 mi,

-Bureta de 100 ml,

-Portaobjetos, cubreobjetos y pinzas

V.2 Egquipo Utilizado
-Autoclave
-Refrigerudor

-C de flujo 1

4

-Hormo
-Estufa de 37°C.

«Cdmara de luz negra



-Vortex

-Fermdmetro

IV.3 Material Bioldgico

'y )

por ion de un donador sano, que no fumé

{

Se trabgjo con sangre entera

¥ no ingirié sustancias alcohdlicas ni medicamentos con anterioridad de 3 meses a la

prueba.

{V.4 Sustancias o Reactivos

IV.4.1 Medio de cultivo McCoy 5a. modificado.

IV.4.2 Fitohemaglutinina esténil, agregar por cada frasco de cultivo 0.3 ml.
IV.4.3 Colchicina (Solucién al 0.04%).

1V.4.4 S-Bromodesoxiuridina (Solucisn de 4 mg/ml.)

1V.4.5 Colorante Hoescht 33258 (Solucién a una con c. de 100 g/ml.)

1V.4.6 Suspension de vitamina E (Gelcaps al 98%-tocofervl).

Preparacidn de la Suspensién de Vit. E
A.Q.Iml. de la vitamina E liquida se le agrega con agitacién constante 0.1 ml. de dimeti{
sulféxide (DMSQ), y se leva a un afors de 10 ml, con .0 destilada, posterlormente se

tocl en Ai et 1,

esteriliza por
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La suspensién corresponde a 3.15M de vitamina E. De esta suspension se toman las

alicuotas correspondil para obi las ¢ ciones de:
1x10,2x104,3x 10 M
V4.7 Mitomicina C (MMC). Solucidn a una concentracion de 1.5 X 10-M. De esta

solucion se agregd a cada frasco un volumen constante de 50 ul.
IV.5 Procedimiento
Se procede a la siembra de 16 frascos de cultivo a las cuales se les agregé 8 ml. de Medio

Mc Coy 5a. modificado, 0.3 ml de Fitohemaglutinina, y 0.5 ml. de sangre venenosa

iz6 a ia mezcla y se incuba por 72 hrs., a 37°C.

P v b
p Se

A las 24 hrs., se agregaron vitamina E, BrdU, y MMC segiin las dosis correspondientes

para cada frasco. Se distribuyeron de la siguiente forma:
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Sembrar 16 frascos con medio
+ fitohemaglutinina + sangre

v

A las 24 hrs agregar Vit E,
8radur, MMC, segun corresponda
a cada [rasco.

v

Incubar a 370C ]

A las 70.5 hrs. agregar 0.1 ml
de colchicina

Incubar a 370C hasta las

72 Hrs.
v

Proceder a la cocecha I

P2

Centrifugar el contenido de los
frascos x 10 min. a 1500 rpm,

3

Tratamiento hipotdnico de las
células con KC! 0.075 M a 370C

T o

Incubar x 20 min. a 370C

v

Centrifugar nuevamente a las
mismas condiciones

?

“Hacer 3 ljaciones con metanol-
ac. acético 3:1 por 15 min. a
temperatura ambiente

¥

Realizar las preparaciones

P38 (0 m— Brau
Vit € BraU
2TVI 1 x10-4M + *
2TV22x 10-4M + *
27TV33x10-4M + *

2T (4)weeme MMC BrdU
20ViTx104+ " "
20v22x 104+ " "
2Dv33x104 * "

l Dejar madurar por 2 dias

Tenir diferencialmente las
células segun la técnica de
ICH.

Conteo de ICH y Cinética !
celular por cada tratamiento

|

Andlisis de los resultados I
]

cromosdérnicas

Figura 4.
Diagrama de Flujo de procedimiento



Feo.de cultivo
testige (-)
testigo de vit.
E(TV)
testigo de vit.
E(TV)
testigo de vit.
E (TV)
testigo (+)
dosis de vil. E
vy

dosis de vit. E
(DV)

dosis de vit. E

(DV)

Vitamina E {conc)

Solucién MMC

no tiene vitaming £

1x10

2x 1

3Ixir

no tiene vitamina &

1x 10

2x 1r

31

ninguna

ninguna

ninguna

ninguna

50 ul.

50 ul.

50 ul.

50 ul.

27

Solucidn Brd-U

45 ul.

45 ul,

45 ul.

45 ul.

45 ul.

45 ul.

45 ul.

45 ul.



Las dosis de vitamina E se escogicron de rdo al dio realizado por (Gerbhart y

Wagner 1985).

Después de agregar las solucit jores nue se deja con la incubacidn

completar las 71 hrs., al término de las cuales se agregd 0.1 ml. de colchicina y se

tinud con la incubacidn d 1 hora mds .

Al término de lus 72 hrs., se procedid a realizar la cosecha de linfocitos. Para lo cual se

vierte el contenido de los frascos a tubos de centr{fuga, limpios y secos. Centrifugar por

A, 10l

10 min, a 1500 rpm., posteri liminar el sob yr 77 el botén

con 7ml de KCL., 0.075 M a 37°C de temperatura por cada tubo. Incubar por 20 min.
a 37°C, al término, volver a centrifugar 10 min. a 1500 rpm. y eliminar el sobrenadante,
resuspender el botén celular con metanol 3:1 dcido acético para proceder a la fijocidn.

Dejar reposar por 15 min., a temperatura ambiente, repetir la operacisn otras dos veces.

Con esta suspensién celular se reali; las prep i or émicas correspondient

para cada tubo. Del contenido de cada tubo se gotea parte de este en los porta-objetns
limpios y secos.  Se dejan madurar las laminillas por 2 dias y se procede a tedir
diferencialmente las células de acuerdo a la técnica de Goto modificada que se describe

a continuacién. (Goto and Cols, 1975).
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V.6 Tinicion de Laminillas

1) Se sumergen las laminillas en una solucién de bisbenzimida (Hoechst 33258) a una
concentracidn de 100 ug/ml. en agua destilada durante 40 min.

2) A continuacidn se lavan las laminillas con agua destilada y se secan en el hormo de 60°C
durante 15 min.

3) Una vez secas, se montan en solucidn reguladora de fosfato citrato, pH = 7, con un
cubreobjetos, para asi ser expuestas durante 40 min., a la luz negra (luz ultravioleta
cercana 1 x 10" cm.}, a una distancia de 2 cm.

4) Enseguida se enjuagaron con agua destilada y se secaron en el horno nuevamente a
60°C por 15 min.

$) Posterionmente se incubaron en solucicn salina-citrato (2xSSC) a 60°C durante 20 min.
6) Finalmente se enjuagaron con agua destilada y se secaron en el horno a 60°C durante
15 min., y se tifieron con colorante Giemsa al 2% en solucion buffer de fosfatos con un pH

= 6.4,
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1V.7 Andlisis de los Resultodos
Posteriormente se realizé el andlisis de resultados, se observaron los ICH por cada dosis y
cada testigo. As{ como la cinética celular de los mismos.
Por cada dosis y testigo se realizé el andlisis cromosémico correspondiente en el
microscopio de campo claro.  Se analizaron 30 metafases de segunda divisidn por dosis
para el conteo de ICH.
También se obtuvo la cinética celular a partir de las primeras 100 metafases de la., 2a. y
3a. divisién por dosis para calcular el {ndice de replicacidn (I.R.), que permite determinar
el grado de proliferacién celular.

LR. = IMI + 2M2 + 3M3 / 100
Donde: M1, M2 y M3 representan los % de metafases de la., 2a. y 3a. divisién

respectivamente.

El andlisis estadistico de los datos se realizé por medio de un Andlisis de varianza
(ANDEVA), de clasificacién doble con repeticiones y la prueba de rango studentizado de
Tukey con un o£=0.05.

V. RESULTADOS
Se obtuvieron los siguientes resultados:
El andlisis de varianza de la frecuencia de ICH mostré que existen diferencias

estadisti significativas entre las dosis y los tratamientos empleados o =0.05,

Ademds comprobis que la interaccién entre la dosis de Vit E y la mitomicina predujo

diferencias estadisticarnente significativas o«¢=0.05 (Tabla 1).
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Con la prueba de Tukey se pusieron de manifiesto las diferencias entre las medias que
como puede observarse en Tabla 2, son las correspondientes a los tratados De Vit E +

MMCy Vit E' + MMC con respecto al testigo positivo (mutdgeno).

Como puede observarse este efecto depende de la dosis y si modifica la accién mutagénica
] de MMC y pone de manifiesto que existe interaccién entre los 2 compuesios.

Al comparar los testigos de vitamina E con valores de 9. 1,11.9y 8.8 ICH/célulay el T (-)
(10.7 ICH/célula), no se observaron diferencias estadisticamente significativas con la
Prueba de Tukey < =0.05. Por lo tanto, la vitamina E se puede considerar como no

genotdxica. Tabla 1.

Al comparar los promedios de ICH de los tratamientos que fueron 18.13, 13.7, 22.6
ICH/célula con respecto al T (+) (21.6 ICH/célula), se observé que la vitamina E actiia
disminuyendo los ICH con las dosis D, y D, donde existe una diferencia estadisticamente
significativa, lo que no sucede en la dosis D, donde los ICH no disminuyeron. Se obtuvo

un % de inhibicién de 16.38% para la D, y un 80.9% para la D, la mds efectiva. Tabla 2.

En la Cinética Celular se observé:
Que la vitamina E disminuy6 de manera significativa la proliferacién celular con respecto
al T (-), tanto en los testigos de vitamina E como en las dosis probadas, esto también se
explica con el LL.R. Por lo que se observa que la vitamina E mds la MMC no producen
efecto sinergista en la proliferacién celular comprobado con la prueba chi cuadrada
p>0.05.
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TABLA 1. Efectn e I2 Vitamina E sobre la frecuencia del intercambio
o N incucidos por ta mitomicing~C
{MMC} in vitro,
Tratamiento | Dosis de No. de Modia e.¢ iphibicién
VRE(M) | Célvias ICH "
'7 (=) Testigo 0 30 10.7 0.761
TV (VE) 1x 10-4 30 9.1 0.374
TVZ (VE) 2 x 10-4 30 11.9 0.569
TV3 (VE) 3% 10-4 30 8.8 0.624
T (+) (MMC) 30 21.5 9.967
t
D1 (VE+MMC) {1 x 10-4 30 1813 0.75 16.90
D2 (VEsMMC) |2 x 10~4 30| 13.96 0.839 80.9
(D3 (VE+sMMC) 13 10-4 30 21.6 1.569 00

* Diferencia estadisticamente significativa ANDEVA y prueba Tukey o<=0.05 '
con réspecto al valor de MMC

% de Inhibicion = 100- X ICH idos al i X100 m
X ICH debidos al mutdgeno

M - Molar
9.6. ~ e11or estandar



TABLA 2. Anditisis de vari s alas? ias ICH

o porla Eyla k [+
(Alfa = 0.05)

Fueede  |Gradosde  1Sumade  |Cusdvados e | sFege
" orted  |Cusdrad . folace | tablas

Model 7|  5669.71 809.96 43.99 0.001

Error 221 4068.37 18413

Totales 228 9739.08




TABLA 3. Efecio da la Vitamina E (VE) y la mitomicina C (MMC)
proliferacion celular (CPK) in vitro.

CPK (%) SERIRIE
Tratamiontos Dosis [ M1 __M2 M3 R
T (-) Testigo o] 45| 49 6 1.61
TVI VE 1x10-4| 40| 39| 21 1.81
TV2 VE ox10-4| 41| 43| 16 *1.32
TV3 VE ax10-4| 47| 38| 15 1.68
T (+) MMC 53| s7| 10 1,97
D1 VE«MMC l1x10-4| 60| 39 1 * 1.41
D2VE«MMC  |2x10-4| 62| 32 6 144
D3 VE:MMC _ [3x10-4] 61{ 30 9 *1.48

M1, M2y M3 = frecuencia de células en primera, segunda
y tercara divisién.

IR=M1+2M2+3M3- 100
“Estadisticamente significalivo con respecto al testigo.

Prusba de Xi cuadrada (alfa = 0.05)
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VI DISCUSION

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el control negativo y los

testigos de vitamina E, por lo que se puede concluir que la vitamina E por sf sola no

produce un incr enla fi ia de ICH.

Con respecto a la actividad anti-ICH de la vitamina E, al comparar los tratamientos de la
vitamina contra el mutégeno usade como testigo positivo, la mitomicina C, observamos una
reduccién en el nimero de ICH., como puede observarse diferencia estadisticamente
significativa con respecto al testigo (+ ) en los tratamientos 1y 2 (DV,) y DV), sin embargo
esta diferencia no se presentdé con el tratamiento 3 (DV,). El hecho de que esta iiltima
dosis sea lg mds alta utilizada nos sugiere que la accidn antigenotsxica se ubics entre la
concentracion 1 X 10 y 2 x 10, con un porciento de inhibicion de 16.38% y 80.9%
respectivamente.  Donde la concentracién DV, alcanzé el mdximo efecto de inhibicion.

Seriar dable ampliar, diar el intervalo de dosis, con el objeto de determinar con

mds precisitin por que el efecto se pierde, y si ésto es progresivo o no.

Con respecto a la cinética celular, se observé un retraso en el ciclo de proliferacién celular,
en los cultivos con los tratamientos de vitamina y mitomicina que estadisticamente es
similar al compartamiento que exhibe £l riutégeno por si solo. Por lo que concluimos que

no existe efecto sinergista de la vitamina E con la mitomicina C.

38



La accién de la vitamina E como irnutdg se ha dindo in vitro contra otros

agentes, como en el trabajo de Gebhart y Wagner en 1985, el cual utiliza como agentes

lastogénicos Bleomicing (BM), ciclofosfamida (CP) ytren (TR), como anticlastégenos

utiliza las vitaminas Cy E. En dicho trabagjo, ademds de evaluar los ICH. se estudia el

daiio cromosdmico y se concluye gque las dos vitaminas inhiben la funcion clastogénica de

TR y CP ya que ala BM no la gfectan. El efecto de la disminucion de la fr ia fue
significativo en este experimento, a diferencia de el presente trabajo donde si hubo

actividad anti-ICH aunque el efecto se encuentra en un intervalo limitado.

En cultivos celulares y Drosophila in vivo, bién se observd efecto antimutagénico de la

vitamina E contra dimetil benzantreno, Beckman C., Royand R.M., Sproule A., 1982,

En micro i como Sall Ha thyphimurium tratados con aflotoxinag se observé

un potente efecto inhibitorio, Raymond J., Frances F., 1973. Estos datos nos indicarns que

la vitamina E puede tener un amplio espectro de accidn ig bxica si il

d inad. dici experi les, ya que actiia en un rango de concentracidn

limitado.

Sobre la vitanina C y E existen estudios in vive e in vitro realizados en el laboratorio de

Genética de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgi con un enfoque similar al

nuestro, al wparar los datos pri con la vitamina E in vivo, se observé que son
muy similares a los obtenidos in vitro en el cual la vitamina por st sola no es genotéxica,

y el efecto anti-ICH existe aunque fue muy leve in vivo,
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Por el contrario, en los trabajos de vitamina C se tiene una accién antigenotéxica mds alta
que la que proporciona la vilamina E.  La vitamina C presenta un alto efecto anti-ICH,
por lo que se puede decir que tiene una buena funcién de antimutagenicidad.

También la vitamina C produce modificacidn en el ciclo celular comparativamente con
vitamina E, pero no se sabe si este efecto es por la citotocixidad del mutdgeno, efectos
sinérgicos, o por la accién protectora de las vitaminas.

De dicha comparacidn se desprende que ambas vitaninas son inocuas desde ¢l punto de
vista genotdxico.

Como la relacién entre anti) énesis y anticarcinogénesis es estrecha, cuando un agente

es efectivo en alguna accién es conveniente determinar su efecto en la otra, La vitamina E
se ha demostrade que tiene un cardcter antioxidante gque es una util propiedad para la

)

accidn inhibitoria de la génesi bién existen evil ias sobre su p ial para

inkibir el crecimiento tumoral o bloguear la formacién de carcinogénesis. (Silvio de Flora,
1988).

Los datos anteriores nos hacen suponer que la vitamina E podria usarse en el futuro, como
un coudyuvanie en la prevencién y control de problemas relacionados en ln mutagénesis-
carcinogénesis, sin embargo todavia es indispensable conocer una serie de elementos

iiridnrd

relacionados con su activided, como la interaccién con otras su ias, su especif

antimutagénica y el intervalp en que actiia, con lo gue podria establecerse una terapeiitica

mds concreta para su uso.
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VI CONCLUSIONES

La vitamina E no produjo por st sola, un incr fo estadisti te significativo

de los ICHs con respecto al control negativo, con ning de las dosis probadas.

No obstante, si modifica la cinética de proliferacién celular,

Las concentraciones utilizadas de vitamina E correspondi, alX100y2x 10
mg/ml produyjeron una inhibicidn de los ICHs inducidos por la MMC del 16.38 y
80.9% rz.\pectx'v;zmmre. Y la cinética de proliferacién celular se abserva que sufrié

un refraso estadisti te significativo con respecto al control negativo,

AT

No se observd efecto sinergista de.la vitaming E sobre la MMC: ni siquiera en la

dosis donde no existié accién inhibitona.
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