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RESUMEN 

IN acuerdo a los estudios realiuldos últimamente sobre vitamina E, se ha detennitUUkl una 

posible acd6n anlicancerosa , debida a sus propiedades antioxidantes, los cuales protegen 

la fase lipfdica de las cilulas del daño oxldalivo y a su funci6n como eliminador de 

radicales libres. 

El siguiente trabqjo comprende el estudio de /Tes dosis de vitamina E (alfa toco/ero/) de: JX 

Jfr, 2 X lfr, 3 X ltrM, sobre ünfocilos humanos expuestos al mutágeno milomicina C 

(MMC) que ha mostrado ser un potente inductor de JCH tanto in vivo como in vilro. 

El efecto fue evaluado mediante lo prueba de intercambio de cromálides hennanas, ya que 

es la prueba que mejor evalúa el daño genotóxico, y la más sensible según estudios 

realiuJdos. El análisis estadístico se //e1•ó a cabo mediante el análisis de mrianui de 

clasijicacwn doble con repeticiones y las diferencias entre las medias se resolvieron con la 

prueba de rango studenliz.ado de tukey ambas pruebas con o<=0.05. También se evalúa el 

efecto de dicha vitamina sobre lo proliferación celulor en linfocitos humanos y se anali;,6 

mediante la prueba de chi cuadrada (X') con p > O. 05. 

Encontramos que la vi/amina E por sf misma no es genotóxica, ya que no aumenta la 

frecuencia de ICll>; además ejerr:ió un efecto anti /CH en un rango de dosis de / x Jtr a 2 

x Jtr con un % de inhibición de 16.38 y 80.9% respectivamente, por otra parte no presentó 

efectos slnergfsticos con la MMC en lo frecuencia de /CH. 



En la proliferaci6n celular de los lirifocilos '1umm1os (in vilro), la vi/amina E modific6 tk 

mantra significaJiva la prolifrmció11 c~lultu·, pvr ella misma, y asociada a la MMC. 
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/, INTRODUCCION 

1.1 Aspectos tú la Á1IJÚnUlllKlntsis y Anticarcittogénesis 

Desde haee un dtctnlo se reconoce la gTWI Importancia tú los f01:tores ambientales en el 

cdncer humano. El ténnino '1actons ambientales" incluye todos los riesgos de origen 

a6geno, no sólo agentes físicos y qufmicos extrlnsecos, sino también factores del 

comportamiento como los baflos de sol, la dieta, el hábito de fumar y la bebida. El ritmo 

01:elerado de nuestTrJ sociedad tecnológica presenta con frecuencia amenll4QS potenciales. 

(Somtn. E, 1981). 

Estamos en una época quúnica, en la cual la apücación de nuevos productos (eombustibles, 

fertiür.anles, adili1·os alimentarios, etc), se ha multiplicado en los últimos JO años. En 

particular el usi;, de qulmicos orgánicos se ha incrementado más de 300 veces. Según 

cálculos actuales se uJilizan en la vida diaria unos 60,000 productos químicos naturnles o 

sintéticos y coda año salen al mercado aproximadamente mil nuevos productos, los cuales, 

ya sea en sufonna original o residual pueden encontrarse en el aire, el agua, los alimentos 

o el suelo en forma de contaminantes emanados de los procesos de producción o consumo. 

lllaugh, 1978. Estas sustancias son potencialmente peligrosas para la salud del hombre, 

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

compuestos. Estudios epidemiológicos indican que el cáncer figura como la segunda 

causa más importante de defunción para ambos sexos, asl como también la primera en 

cuanto a la pérdú/a potencial de años de vida en las mujeres. (Ca11ada. 1977). 
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Según el promedio de defunciones anuales y la /oraliZllcidn del alncer, la máxima 

mollalidad es causada e11tre /os hombres por los cclnceres de pulmdn, tú coldn, nrla y 

tsldmago. 

El hombre está expuesto a dosis naturo/es de mdiaciones ionimntes, ademtfs de las 

mdiario11es c6smicas especialmente para los q11e viven a gmn altilud. lA tecno/ogfa arJual 

l1a propiciado el uso de los rayos X, las emisiones de reactores nucleares y los 

radü11111rle6tidos en el agua son sil11acio11es que aumentan el riesgo a la salud. Por otra 

palle se >ahe que muchos mutágenos y carr:inóge11os causan daño oxidalivo a la cél11la y 

contribuym a las cornp/iracio11es en la patogénesis mullifactorial de otras enfennedades. 

(llfarx 1987). 

E11 el desarrollo t11moro/ la activación de oncogenes es 1111 proceso que puede ocurrir 

después del periodo de iniciarió11 e influir en las fases avanwdas de la malignidad, en 

asaciación con una exte11sa proliferorió11 de células adyacentes y al desarrollo de 

metástasis. Bishop, 1987. Afom111adamt11te nuestro organismo posee diversos recursos 

protectores, dirigidos a minimizar las collsecuencias por las frect1entes exposic011es a 

agentes nocivos. 

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

prevenir el cáncer, sin embargo se ha sugerido la impollancia de agentes capaces de 

inhibir las mutaciones. (De Flora, 1988). 

Algunos repolles en la lileNllura se refieren a la prevenci6n de cáncer, y nos dice11 que 

evilando la exposición a factores de riesgo se puede tener más seguridad en cuanto a no 
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contnurlo. Esta p".ención primaria estd dtfinida como iu¡uellas accionrs efectuadas en 

individuo• con buena salud, que 1vilen la e:cposic{ón a factores dt riesgo, o tstimukn los 

mecanismos de defensa del orranismo. la prevtnción secundaria (prevonción t11nprano), 

se rPjitrr a la p.uticiparión de medios de detección t intervtnción onlt.< dtl estabUcimienlo 

tú u114 condicidn patológica clúilcamtnlt opa"nte, la tercero prevención st propone 

mlnimi:Ar el efecto de la enfennedad evilando ti tktarrollo de complicat:iones o recaldos 

posterio"s a la terapia, (last, 1980). 

En este esqutma las sustancias lnhíbilorias de la mutagénesis y carcinoglntsis son dt 

particular interés porque también colaboran en la provención túl cáncer humano. El 

propó~'ilo tk buscar Inhibitorios de la muta¡;éntsis es descubrir tambiln agentes 

anlicarcinoglnicos. El esclarecimiento de los mecanismos de inhibición nos pennite Í11,ferir 

la posible actividad anticarcinogénica de los compuestos. Gaims, 1986. En la dieta se 

conocen algunas su<tancias con estas propiet!atles, como antimutaglnicas se encuentran 

las potjirinas, los ácidos graso,., 1·ilamillas, polifenoles y compuestos su(/idrilo y como 

anticartinogénicos lns vi/aminas A, E y C, compuesto su(/idrilo, grasas, selenio, calcio y 

lafibro. (Hikoya, 1988). 

3 



1.Z ..,,_,_,, ~ :1 FMdona 

1.2.l ClluV-aón 

Las l'ilaminas generalmente se clasifican 1n: A, C, E, K, D, P y los miembros del compkjo 

vilamfnico B: Bl o tiamina, B2 que tambiln se conoce como vilamlna G, y ia riboflavina, 

el ácido nicotfnico (nicolinamlda o 11iacina) B6 o pirldoxina, ácido pantotlnico, biotina, 

ácido /óUco, B/2, colina, inosilol y ácido para aminoben:.oico. (Randolph, 1987). 

Las vilaminas se clasifica/I en base a su solubilidad en dos grandes grupos ias 

hidrosofubles y las fiposofubles. La función coenzimálica de todas las rlÍlalninas 

hldrosofubles está TtUPnabfemente bien conocida con excepción de, ia vi/amina C. Las 

vi/aminas fiposofubfes, compn!nden a las vi/aminas A, D, E, y K. Solame11te los animales 

superiores parecen requerirlas de procedencia exógena, 110 se ha podido establ1cer todavfa 

clnrommte el papel esencial de laJ: vi/aminas fiposofubfes, en los vegeta/e•· y en los micro

organismos. No pan!ce que sin•an de componentes de las coenzimas, sino que actúan por 

otros caminos que pn!cisan solamente cantidades mfnimas de ellas. 

1.2.2 Fllncümes 

En 1912 el inglés F. G. Hopkins demostró experimentalmente que los animales necesila/I 

algo más que protefnas, grasa y glúcidos en fa dieta para su nonnaf crecimiento. Postuló 

que uno o más "factuf't!S accesorios" pn!sellles ~n los alimmtos naturales eran también 

necesarios para la nutrición animal. En el mismo año Casimir Frmk obtuvo un 



concenlrrulo de una amina a paTfir de la cascarilla del ami:, que aliviaba los sfntomas del 

beriberi, etifennedad corritnte entonces entre los marinerosjapontsrs limita®s a unadhla 

de arroz molido o dtscascarillado. De ahí se acuiló el nombre de vitamina, indicalivo de 

amina esencial para la vida y todavfa conservamos el nombre en la actualidad, aunque 

muchas de las sustanciiJS de esta clase no son aminas. 

Mediante un fraccionamiento sistemálico de las fuenus narurrdes de los facJores de 

crecimiento, y ensayando la potencia de los concentrrulos sobre el rilmo de crecimiento de 

los animales, se logró finalmente obte11er dichos /aclares en fom1a pura, lo cual pennilió 

su idmlificación química. Ademds del ritmo de crecimiento y/o los síntomas deficitarios, 

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

alleraciones, motrices, etc., para detenninar la potencia de los co11ce11trrulos vilaminicos. 

Un eambio profu11do se produjo a mediados de la década de los ailos 30 s, en que fueron 

sintetimdas por primera vez algunas vitaminas (Lehninger, 1982). 

1.3 Vitamina E. Canu:terizadón 1 Fund6n qllÍnlka 

1.3.1 CanuútWu:ión 

La i•itamina E fue conocida como la vitamina de la antiesterilidad desde que se desc11brió 

en 1922 por Evans y Bishop, como el aceile soluble que previene la reabsorción de fetos 

en ralas hembras y degeneración testicular en machos. La prim,ra histori:: de la ~·iJamina 

fue revisada por Evans, 1963,incluyendn el trabqjo de Kilrrtr Femolz, los Emersor.s, y 

s 



otros tn ti aislamitnto y sfnt•sis dt los compuestos dt toco/trol. El nombre toco/trol SI 

dtril'6 dtl ¡;rlega Tok<ls (oJumbromi1n10) y Phtro (soportar). pero actuolmtntt s• reconou 

que su influencia es mayor que la actpcwn inicial. El grupo d• la vllamina E. incluye 2 

clases de cnmpuestos derivados dd 6-croman-ol. La primera serie de toco/troles deriva dd 

tocol, el cual contiene 16 carlwnos saturados. La segunda serie, ws tocotrienolts que 

ctmtienen una triple insaturaci6n en cada cadena. Cada serie dt compuestos t/ffetrt s6w 

en d n1Im1ro y posición de los grupos metil en la estructura. A(fa tocoferoks son los mds 

extensamente distribuidos en la naturalew y es el más activo biol6gicamente dt ws 

compuestos. Su /6nnula se encuentra en la Fípm./ 

La vllamina E se encuentra comúnmente en plantas y está presente en ulla concentrad4n 

en muchos de los aceites de semillas como la soya, semillas de algod6n, maíz, girasol .v 

genntn dt trigo. Los aulles de olivo, coco y cacalwate son bajos en esta vi/amina. /,os 

tejidos animales también contienen pequeñas cantidades de vi/amina E, que prtuntan 

comúnmente en fonna de a(fa-locoferol. 
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1.3.:Z Funci6n Qrúmica 

La vitamina E es 1111 producr. anlioxldaná, en f191e es pro/et:##' de otros nulrlentes coma 

la 'l'ltambla A y los ácidos grasos polinsiarrulos proteglhtdotor de la o.ridtleiM desltuctiWJ, 

debida • la u¡.slci6n tle oxfgeWJ mol«ular. Tal ~i6n "" - nSll/lado la 

po1Jmai:¡Jcú111 ~e los áailos gra.s 1-radM, pTOCftll .. e es setM,jaltú 111 •S«Ol/o• del 

aceilil tk 11- en la pinlurG, para prod.:ir un /flnlllucto, polúnero insoluble, tenai. y 

..... 
1.3.3 Fwtd6n BiDl6P;a 

Un estlulio naJiuuJo proporciona infomuu:lón sobn la actividad biol6gica del toco/erol. 

Olmo nabsorr:ión /ttal en ratas hembras o degeneraci6n testicular en ratas macho tn una 

dieta escasa en toco/erol. Otro estudio más nciente indica medidas importantes con las 

cuales el toco/erol puede pnvenir la htm6lisis de eritrocitos, cuando estos son incubados en 

6cido dialúrlco o peróxido de hldr6geno diluido, el cual acento de peroxidaclón lfpidica a 

la memb/'rJ/IO del eritrocilo. 

El papel biol6gico de la vllamina E en sistemas biol6glcos es toda'VÚJ controversial. Por lo 

menos existen tres escuelas de tli/erentes pensamientos considerondo la /unci6n bioqufmica 

tk la vitamina E. (Wasstnnan and Taylor 197Z). 
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l!na escuela sostiene que la fwu:wn primaria es de un IJlllio.riJIJnle y que los sÍlllollUJS de 

dtjiciencla de vilamlna E son secundarlos, in vivo existe un daño a la estructura celular 

producida por lnltnntdiarlos dt peroxidaci6n lípidica, esto en ausencia dt vllomina E, que 

da como nsultado radicahs librts que lnleractúan con un silfo dt la enzima crlllca y/o 

membrana estructural. 

Otra oplni6n sobn la vilamlna sugiere que los sfnlomas de deficiencia no puedtn explicarse 

por ptroxidaci6n lipúlica, y que existe un papel más tsptc(flco. 

Un tercer punto dt vista abarca las 2 funcwnts de la vitamina E, como un antioxidante en 

la pnvtnci6n dt sfntomas dt deficiencia, y en otros casos dt funci6n más esptc(flca. 

En apoyo a la última ttoría, Wassennan y Taylor tienen clasificada a la deficiencia dt 

vilamina E, dentro de 2 cattgorías. Una que responde a la prestncla dt antioxidantes y 

también nsponde a la vitamina E. Otra que nspondt a la vilamina pero r.o es afectada 

por antioxidantes. 

Los sfnlomas que responden a los antioxidantes incluyen encefalomalacia, hem6lisis 

eritroc(tica in vilro y fonnaci6n dt pigmentos ctroidts. 

Los sfntomas que rtsponden a la vilamina E pero no responden a los antioxidantes, 

incluytn distrof'uz muscular, en algunas especies, deg<11eruciú11 t<>·ticular en l1llllS y anemia 

en changos. Esw parece resu/Jar dt que las funciones de la vilamina E en ambos sistemas 

sea como un antioxidante y otra funci6n más especifica pero aún no conocüla. 
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La delintación del tocofnol se complica por la l"ariaci6n de la respuesta en diftrentts 

tspecies qut utili::Ait a la 1·ilami11a, y por la relaci6n lk la 1·ilamina E t'on otros factores 

de la dieta, algunos sintomas son pre1·midas por los computstos saturadas por 

a111ioxidan1ts no tspecifitos, tomo el selenio o por el sulfuro contenida en cierto 

amlnodcida. 

Es lmportantt stñalar qut la mayoría tk ws síntomas por dejicitncia Je •'ilamina E putden 

ser pre1·enidas por un antWxidante no espuijico. Encefalomalacia y diolesis trudativa m 

pollos son típicos ejempws de este fenómmo Ademds tk la pigmentación ceroúk , la 

colorocián amarilla cqfi del tejida adiposo, (.l\'ogichi d. al,1973). 

La 1'ilamlna E puetk adlllll' lkntro tk la membrana lipídica de le célula cuando están 

ntutrolfr;ufos los radicales libT"Ps, así pre1'ie11e una auto-oridación por T't!cucwn en la 

membrana tk la cadena lipídica. 

La anemia en changos parece ser el resul11uJo tk una tkficiencia de 1'ilamlna E, que 

provoca la tkstrucción de ci/ulas rojas por ptro:ridluión de la membrana (Filch, 1968) En 

niños con desnutrición raloricoproteica parece presentarse el mismo problema. (Majaj et. 

al: 1963). Algunas ei·idencias sugieren un tfeclo directo de 1'ilamina E en la bia.<inJesis 

del grupo hem. (Tappel, 1970). 

Según Tappel las funcianes de la 1'ilamina E inrluyen la inhibición de la peroridaclón 

lipídica. ..\si como explican el papel de la 1·ilamina E en la sinttsis del grupo hem pero 

todol'fa tsta por comprobarse. (Tappel. 1969). 
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1.3.4 ~ 

Epúttmiológicomente re ha encontrado 1ma relación inversa tnll'fl lafl'flcuencia tkl cáncer 

tk mama y pulm6n con la concenlroci6n de la vilamina E tn ti suero. Adtmd.r st ha 

asoc/Julo una concentroci6n alta dt alfa tocoferol en el plasma con N1ducci6n de la 

mottalidad total por cdnctr (Salked, 1986,and Wald Bol'flhan J. 1984). 

A pattir dt los estudios de laborotorio, se aprecia que la posible acci6n anticancerosa dt 

la vitamina E se debe a sus propiedades antioxidante, lo cual protege lafast lipúlica tk las 

cllula.• del daño o:ridatfro, y a su funci611 como elimi111ulor di! radicales libl'fls. (Wald, 

1984). 

1.3.S Mdabolilas tk la Vitamina E 

Muy poco se conoce de la ruta metab61ica de vitamina E. lA formaci6n de un dímero y 

un trfmtro en rotas y un pigmento en hfgado se ha me11clonado como el resultado de la 

o:ridaci6n de alfa-tocoferol. Ningú11 compuesto evidencia la actividad de vitamina E, pero 

ellos se forman en tejidos animales, la administracúin oro/ tkl dímero sintético indica la 

absorr:i6n extremadamente pobre en el lumen intestit1a/ (Csallany y Druper, 1963; Droper 

et al., 1967). 
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Se han idt/llifkado dos metabolilos me11ons de la vllamina; alfa tocofero/-p-quinoruz, que 

se e11co11tr6 e11 hígado :!e IU/a y tejida adiposo, posterior a la admi11istrru:i411 de dmis 

masiva de vitamina E. Es posible que este compuesto se fonne vfa alfa-toco/ero/ qui11ona 

que es por si mismo u11 metabolilo me11or de la vilamina, el cual es excretado 

pankulannmte por heces (Cassallany et. al 1962). 

1.3.6 Toxicidad de la v/Jamina E. 

La evidmcia sugiere que la vilami/IQ E tiene un bajo nfrel de toxicidad en el humano. 

(Hillma, 1957), esto tiene relación con la hiper.ilaminosis, en pollos, a los que se les 

administró. los estudios mostraron depresión e11 el crecimiento, en calcificación, en los 

11freles hematocrlticos y de mitorondria de músculo esquelético, así como incremento en los 

tiempos de protrombina. Los efectos en la calcificación ósea y el tiempo de protrombina 

sugieren que los requerimientos de vilamina D y K se incrementaron por la 

hlpenitominosis de vi/amina E. (March et. al. 1973). 

En diferentes enfennedades se proporci011an grandes dosis de vitamina E, como son las 

enfennedades del coraz.ón, la bifertilülad o la distrofia muscular, pero esto no es suficiente 

para recomendar suplementos excesivos de la vitamina E. Committes en Nutritional 

Jlfisinfonnation, 1973; O/so 1973, por el contrario sugirieron que es necesario revalorar la 

posibilidad de efectos adversos en el hombre, a la luz de los resultados obser.ados en 

sobredosis de vitamina E en pollos. 

12 



1~4.1 lJefi:ild6n ' Anletttlnrtn de lot ICll 

Como mitodo de evaluacidn usaremos el estudio del intercambio de cromátides hermanas. 

Este aspecto como su nombre indica se refiere al intercambio de segmentos simitricos y 

equivalentes entre las cromátides de un mismo cromosoma (Me C/intock 1938). Figura 2. 

En 1957, J. Hrrben Taylor y sus colegas en los departamentos de Biolog/a y Medicina en 

el laborosorio Nacional de Brookhai•en pub/lcaro11 una contribución demostrando la 

existencia de intercambio de cromátides hennanas detectado citológicamente en plantas, 

mediante la i11cotporación de limidina tritilula en la nplicación del DNA. Al wlo siguiente 

Taylor p11blicó la primera contribución que examina los ei'e11tos molec11/ares en la 

/onnación de lCH. Todavía 25 w1os después, cient(jicos interesados e11 el significado y 

utilidad de este fenóme110 c011tinúan propiciando su expansió11. 
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1.4.Z 1.,,,tfallda :1 mltodo de Estllllio tk lo~ ICll 

La fannaciJn de JCI/ tiene relación con otros Jen6menos biológicos induyendq, 

carcinogenesi.r, mutagénesis, tronsfonnaci6n, clastogéne.ris, daiios al DNA, reparación y 

toxicidad ulular, que son aspectos ampliamente estudiados en la toxicolog(a genltico, que 

utili:.a exposiciones in vitro e in vivo aprovechando numerosos tipos celulares, incluso de 

origen humano. El JCll tiene relevancia como indicodor de exposición a agenUs 

genotóxicos. 

Los esfuenos autorradiogrtfJícos iniciales realiwdos por 11. Kalo 1974, demostroron 

diversos mutágenos como inductores de /CH, sin embargo hasta que Lalt introd~o en 1973 

el uso de la bromodesoxi11ridina, la técnica t11vo a11ge y mastrd su pote11cia/ paro est11diar 

mutúgmos. E11 e•1e interés contrib11yero11 11111nero espetial los estudios efect11ados por (Lalt 

en 1975). 

El análisis de los /Cll se considero un ensayo poro detenni11ar el efecto gmotóxico de 

diversas sustancias. llay evidencia de que paro m11chos age11tes, el estudio de los JCll 

proporciona un f11dice más sensible paro detectar el dailo genético. Por esto el Comité de 

Genética Toxicológica de Estados U11idos lo ha incl11ido como un sistema pmeba. (Latt, 

1981). 
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En /\llxico, 1'. Morufts Ram(re: l1a usado con b~ilo fa BrdU absomlda en car66n adiwulo, 

como un mtdio para po11tr dt manifitrto et ICll tll ralonts. Anterionne11te se hacia uso 

dt illyeccionts múf//plts o fa lrifuslón continua para incorporar fa BnfU. (Raymond 1984). 

El método se basa principafmente en i11corporur bromo-desoxiuridina al DNA, cuando 

mmos en et primero de dos cicfos de división sucesivos, y en anali1Jlr los cromosomas al 

microscopio de fluorescencia, después de teñirtos con bisbencimlda, posterionnente se 

desarrotló una técnica que pennila te11irlas con Giemsa y ebservarlas al microscopio de 

campo claro. (figuro 3) Woif a11d Perry 1974: (Gato el. al 1975). 
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Rttimtemmte se han dtSanvllatlo mitcdos basados e11 la ti11cidn difenncial de las 

cromdlidts hennanas co11 antic11erpos anti-BrrJU que son úJiles incluso para 

incorporacio11es m11y bajas dt Bnll'. n'ogelel. al, 1986). 

Las pruebas indican que las lesiones tn el DNA san nsponsablts de la inducci6n: de las 

lCll, aunque no se sabe cual es el mecanismo involucrado. También se ha señalado que 

la mayor pane de los mutdgenos conocidos son capaces de aumentar notabkmente la 

fncutncia de ICll, (Morales P., 1983). 

J..a fonnación de los ICll se lleva a cabo en la etapa de sfntesis de DNA WoCU. 1974, y 

se ha prepuesto que omrre donde se bifurca la doble cadena del DNA durante el proceso 

de duplicación. Es factible q11e las lesiones que no se nparan antes de la sfntesis del 

DNA sean las causantes de los ICI/. (Kalo H., 1980) 

lt1dependienteme111e del inttris cie•1t(jico que susciJa el estudio del fenómtno de los JC/I 

como un indicador de la nspuesta celular al daño producido en el DNA, el andlisis de este 

fenómeno puede aprovecharse para la detección del potencial mutagénico de las sustancias 

a las que por diferentes ra:ones está expuesto el ser humano. (LaJt, 1976), 
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1.4.3 h/aci6n tk la Vilanlina B '''"' los ICH 

En algunos estudios se ha putsto dt' manifiesto la acción antirarrinogénica de la vitamina 

E, en un intento de entender como es que se reali::a este efecto protector. Evaluándose la 

capacidad antimutagénlca de la vitami11a E, a troves del ensayo del /C/l inducidos por un 

mulágeno de acción reronocida. En el caso de encontmrse una efectiva acción anti-ICll, 

por ptute de la vitamina E, se presumirla que tal vez su acción anticarcinogénlca involucro 

un evento antimutagénico y que no solamente se debe a la acción antioxidante sobre los 

componentes membronales. (Beckma11 C. et.al, 19111). 

Actualmente se conoce el daño que producen gmn número de agentes al DNA, también se 

ha obstr••ado que causun un sig11ificativo incremento en la frecuencia de ICll, 

comúnmente a dosis hqjas: lo cual e11 ocasiones se co"1!laciona co11 un apnciable 

incremento e11 las abelTtlciones cromosómicas. 

La validez del análisis del IC// como una prueba sensitiva y conveniente paro detectar 

mutdgenos y carci11ógenos se ha investigado i11 vüro, e in viJ.•o, usando diferentes tejidos 

y distintos animales i11tactos, (IAtt, 1979). 

Los IC/I son usados paro detectar /os efectos de los clastógenos y paro diferenciar la 

frugi/idad de los cromo•·omas en las enfennedades. 
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1.4.4 Lli MlloMleM C (MMC) mn nspedo • los ICll 

Can rr/ación a estt cllmpursto que Induce ¡;mn número IÍ• /Cll, en un experimento 

realiuu/o co11 seis carcinógtnos inductores de ICll, en lirifociJos humanos se observó que 

/a MMC es un potente clastógeno e inductor de ICll a las 24 hrs. de exposición. (Craig. 

11. et. al. 1977). 

Los intercambios son mucho más frecue11tes que /as rupturas cromosómicas o de 

cromátides por ejemplo en estudios in vitro se observa un incrrmento significativo de la 

fnc11e11cia de /CH con tan solo 3 nglml de MllfC. En cambio /as aberraciones 

cromosómicas son menos frecuetites, 100 >'eces menorrs en comparación con los ICll. 

También se ha demostrado que la 111/lfC i11duce una clara rrlación dosis-rrspuesta. Úl 

MMC fue elegida para esta investigación por su marcado efecto sobrr el DNA ulular, 

además de que la molécula esta ampliamente caracterizada en sus aspectos qufmicos y 

biológicos. 

A partir de los /CH se puede obtener irifonnación importante sobre el daño a los 

cromosomas, ya que nos penniJe una sensitiva detección del daño al DNA. (Samuel LaJt 

1974). 
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OBJETIVOS 



/l. OBJBTIVOS 

11.1 06jtSiWJ gvurol 

Dettnninar ti e/teto dt la vitamina E, sobre los intercambios de cromálides htnnanas en 

u11 cultivo de linfocitos humanos. 

11.2 06jdivos Pnkrdarrs 

11.2.l Observar la variaci6n que sufren tos JCll por inducci6n de diferontes dosis de 

vitamina E, aplicados in vilro ante una dosis detenninoda del mutágeno lllMC. 

ll.2.2 AnaJiwr la posible modificación de la proliferación celular que puede surgir en un 

c11ftivo de linfocilos humanos expueslos a 111/lfC y a diferentes conce11truciones de vitamina 

E. 

11.2.3 Detenninar si la vilamina E y la MMC poseen juntas un efeclo co-mutagénico, 

sobre la frecuencia de /CI/ i!!-1im1,_ 
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HIPO TESIS 



m. HIPOTESIS 

lA vitamina E tiene 1111 •fecto inhibidor de la producci6n de ICH ocasionados por la 

Milomicina C. 
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MATE:RIAL Y Mt:TODOS 



IV. MATERlAL Y METODOS 

/V.1 M'*rial UtiliZllda 

-Frascos de cultivo ce/11/ar estériles con lapa de hule. 

-l'ipelas pas1e11r (estériles) 

-Pipetas de J mi. gruduadas 

-Pipetas de 5 1111. graduadas 

-lWcropipelas y p11n/as paro micropipetas estériles 

-Jeri11ga de JO mi. (estériles) 

-Tubos para ce11trifuga 

-Perillas de goma 

-Eq11iptJ de filtro millipcre 

-lllatraz erlenmeyer de 250 mi. 

-Burt/a de 100 mi. 

-Pottaobjetos, cubnoójetos y pinzas 

IY.2 Equipo l/tilimdo 

-Autocla•e 

-Refrigerador 

-Campanu de flujo laminar 

-/lomo 

-Est¡ifa de 37'C. 

·Cámara de luz negra 
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-Vótttx 

-T1rm61n11ro 

W .3 Mattriol Biol68ko 

St 1rabqj6 con sangre entera obtenida por venopunción de un donador sano, qut no fumó 

y no ingirió sustancias alcohóücas ni medicamentos con anterioridad de 3 mrses a la 

pn11ba. 

W.4 Sustandas o Re4diva:t 

W.4.1 Medio de c11l1ivo McCoy Sa. modificoáo. 

W.4.2 Filohemaglulinina estéril, agn!gar por cada frasco de culliva 0.3 mi. 

W.4.3 Colchicina (Solución al 0.04%). 

IV.4.4 S·Bromode.mxiuridina (Solución de 4 mglml.} 

W.4.5 Coloronte Iloescl1t 33258 (Solución a una co11 c. de 100 glml.) 

IV.4.6 Suspensión de vilamina E (Gelcaps al 98%>t-tocoferol). 

Ptrptuad4n d4 111 S11SP01sión de Vil. E 

A.0.1 mi. de la vitamina E liquida se le agrega con agilacián constan/e O.J mi. de dimetil 

sulfif:xülu (DMSO), y S• lleva a u11 aforó de 10 mi. con 11,0 deslilada, posleriorme11te se 

e•l•rilira por autoclave en condiciones normales. 



La sus¡Hnsión correspondt a 3.15.!f de 1·Uamlna E. lk esta susptnsi6n se toman las 

alil:uotas correspondientes para obtener los concentraciones de: 

I X/{)<, 2 X lf>', 3 X /(}', M 

IV.4.7 Mitomicina C (MMC). Solución a una concentración de 1.5 X lf>'M. lh esta 

soluc/6n se agregó a cada frosco un volumen conslanlt de 50 uf. 

IV.S Procedimiento 

Se procede a la siembro de 16 /rrucos de cullivo a las cuales se les agregó 8 mi. de Medio 

Me Coy Sa. modificado, 0.3 mi de FilohemDglutinina, y O.S mi. de sangre venenosa 

hepariniztula. Se homogenizó a ia mezcla y se incuba por 72 hrs., a 37"C. 

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

para cada /rosco. Se distribuyeron de la siguiente fonna: 

25 



Sembrar 16 frascos con medio 
+ fitohemaglutinina + sangre [

----·- --- ---· ··- ----- -

/ncuba;~-37~c"] 
1 

~-------~--------~ A /ns 24 hrs R9.reg:u \lit. ~. 
BrdUr, MMC, st1gún corresponda 

Incubar a 37oC 

A las 70.5 hrs. agr.,gar O. 1 mi 
de co/chicina 

Incubar a 37oC hasta las 
72 Hrs. 

Proceder a la cocecha 

;¡; 
Centrifugar el contenido de los 
frascos)( 10 min. a 1500 rpm. 

Tratamiento hipot6nico do las 
células con KCI 0.075 M a 37oC 

Incubar x 20 min. a 37oC 

Centrifugar nuevamente a las 
mismas condiciones 

¡ 
acer IJBCtones con me ano -

ac. acético 3:1 por 15 min. a 
temperatura ambiente 

Realizar las proparaciones 
cromosórnicas 

Figura 4. 
Diagrama de Flujo de procedimiento 

• -~-;~;:-·-···· Br:~d~ 
2 TVI 1 x 10-4M + " ¡· 

2 TV22x 10-4M + 
2 TV3 3 x 10-4M + 

2T (+)··-···· MMC BrdU 1 
2DV1 1 X 10-4 + • • 
2DV2 2 x 10-4 + 
2DV33 x 10-4 

Teñir diferencia/mente las 
células según la técnica de 
/CH. 

[-Análisis de los resu/fado-;-J 

~---------~~J 



Feo.tú ndti"' Vi1ami11a E (t:011t) So1Mci6nMMC Solución Bnl·U 

ll'sti¡:o (·) 110 tie11e l'ilamina E ningu11u 45 ul. 

lt'Sli}:O t/t t•it. 

E tn'J 1 x ur 11inguna 45 ul. 

testigo de vil. 

E(1V) 2 X J()' ninguna 45ul. 

testigo de vit. 

E (1VJ J x ur ninguna 45 ul. 

testigo(+) no tiene viJamina B 50 ul. 4S ul. 

dosis de •it. E 

(DVJ J X]()' SO ul. 4S ul. 

dosis de vil. E 

(DV) 2x J()' SO ul. 4S ul. 

dosis de vil. E 

(DV) Jxl()' SO ul. 4S ul. 
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Las dosis de vilamina E se escogit·ron de acuerdo al estudio nali:Ju/o por (~rlJluu1 y 

Wagner 1985). 

l:Hspués de agngar las soluciones anttriores nuevamente se deja con la incubacidn 

completar las 71 hrs., al ténnino de las cuales se agng6 0.1 mi. tk eolchiclna y se 

continu6 con la incuba<:i611 durante 1 hora más • 

Al ténnino de las 72 hrs., se procedi6 a nalimr la cosecha de litifocitos. Paro lo cual se 

vierte el contenido de los frascos a tubos de centrifuga, limpios y secos. Centrifugor por 

JO min. a 1500 rpm., posterionne11te eliminar el sobrante y nsusptnder el bot6n celular 

con 7ml de KCL. O. 075 M a 37ºC de temperruuro por cada tubo. Incubar por 20 min. 

a 37ºl; al ténnino, 1·olver a Ct!ntrifugar JO min. a 1500 rpm. y eliminar el sobrenadante, 

nS11spe11der el botón celular con meta110/ 3:1 dcido acético paro proceder a la fijación. 

lhjar reposar por 15 min., a temperaJura ambiente, repetir la operación otras dos vtces. 

Con esta suspe11sión celular se naliw.rrm las pnparociones cromosómicas correspondientes 

paro cada tubo. Del co11tenido de cada tubo se gotea parte de este en los porta-o~etQs 

limpios y ..ecos. Se dejan madurar las laminillas por 2 días y se prorede a teñir 

diferencia/mente las células de acuerdo a la técnica de Goto modificada que se IÜscrlbt 

a continuación. (Gota and Cols, 1975). 

28 



IV.6 11nición de Lambcillas 

I J Se sumergen las laminillas en una solución de bislmrzimida (Hoechsl 332S8) a una 

co11centroción d• 1()() uglml. en agua desd/ada durante 40 mln. 

2) A condnuación se lavan las laminillas con agua destilada y se secan en el hamo de 60"C 

durante IS min. 

3) Vna l'e:z secas, se montan en solución reguladora de fosfato citrolo, pH = 7, con un 

cubreobjetos, para así ser expuestas durante 40 min., a la luz negra (luz ultravioleta 

cercana J x 10' cm.), a una distancia de 2 cm. 

4) Enseguida se enjuagaron con agua desd/ada y se secaron en el homo nuevamente a 

6<1"C por IS min. 

SJ Posterionnente se incubaron en soluci6n salina-cilralo (2xSSC) a 60"C duran/e 20 min. 

6) Finalmente se enjuagaron con agua desd/ada y se secaron en el hamo a 60"C durante 

l!i min., y se tifleron con colorante Giemsa al 2% en solución buffer de fosfatos con un pH 

= 6.4. 
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RESULTADOS 



IV. 7 Análisis dt los Rtsullados 

Post•rionntntt s• naliz6 ti muf/Jsis de res;,ll"®s, s• o/Jstn>aron los /CH por cada dosis y 

cada ttstigo. As{ conw la cinética rtlulor dt los mismos. 

Por cada dosis y ttstigo st nalivJ el análisis cromos6mico cornspondiente en el 

microscopio dt campo claro. Se analitJzron JO me/afoses de segunda división por dosis 

paro el conteo de /CH. 

Tnmbiln se obtuvo la cinltico celular a pa1tir de las primeras 100 melafasts de la., 2a. y 

Ja. divisüln por dDsis para calcular el lmüce de replicaci6n (l.R.), que pennile dettnninar 

ti grado dt proliferoci6n ctlular. 

/.R. = /MI + 2M2 + JMJ / 100 

Dondt: MI, M2 y MJ representan los % de meta/ases de la., 2a. y Ja. división 

respectivamente. 

El análisis tstadfstico de los dalos se realiz6 por medio de un Arnilisls de varianza 

(ANDEVA), de c/asijicaci6n dDb/e con repeticiones y la prueba de rango sludentiz.ado de 

Tukey con un o< =O.OS. 

V. RESULTADOS 

St obtuvieron los siguientes resultados: 

El análisis dt varianza dt la /rtcuencia de /CH mostró que existen diferencias 

eitadislicamtntt significativas entre las dosis y los tratamientos empleados o<. =O.OS. 

Además comprobó que la inltracci6n entre la dosis de Vil E y la milomicina produjo 

diftrencla.r t.rtadfsticamtntt significutivas 0(=0.0S (Tabla/). 
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Con la prueba dt Tulcey St pusieron de manifiesto las diferencias entn las medias que 

como puede observarse en Tabla 2, son las corrtspondientes a los tralados Dt Vtt E' + 

MMC y Vil E' + MMC con respecto al testigo poritiWJ (m11tógtno}. 

Como puede observarse este efecto depende de la dosis y ri modifica la acc/6n mulaginka 

. de MMC y pone de manifiesto que existe ln!eracción entre los 2 compuestos. 

Al comparar los ttstigos de vitamina E con valiJres de 9.1, 11.9 y 8.8 ICH!cllula y ti T (·) 

(10. 7 /CH/célula}, no se observaron diferencias estadísticamente sign/fu:advas con la 

Prueba th Tulcty o< =O.OS. Por lo tanto, la vilamina E se puedt considelPI' como no 

genot6xlca. Tabla l. 

Al comparar los promedios de /CH de los tralalllientos que fueron 18.13, 13.7, 22.6 

/CH/célula con respecto al T (+) (21.6 ICH!ctlula), se observó que la vitamina E actúa 

disminuyendo los /CH con las dosis D, y D, donde existe una diferencia tstadlslicamtnte 

significativa, lo que no sucede en la dosis D. donde los /CH no disminuyeron. Se obtuvo 

un % de inhlbic/6n de 16.38% para la D, y un 80.9% para la D, la más efectiva. Tabla 2. 

En la Cinética Celular se observó: 

Que la vitamina E disminuyó de manera significativa la proUferación celular con respecto 

al 'l' (·), tanto en los testigos de vilamina E como en las dosis probadas, esto también se 

explica con el /.R. Por lo que se obrtrva que la vitamina E más la MMC no producen 

efecto sinergista en la prollferación celular comprobado con la proeba chi cuadrada 

p>0.05. 
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TABLA 1. Efectrt 11<> Is Vlt8mina E IJOlxB la frecuencia del Intercambio 
de ctorMl/des hermanas inducidos por la mitomlclna-C 

(MMCJ In vftro. 

TtlllanllelllO Dos/6de No.11- A#d/11 e.e lnhlb/d(JtJ 

V1r E1111 Ctllulas /CH 

¡ T (-) Testigo 
1 

o 30 10.7 0.761 

1 
ÍTV7 (VE) 1X10-4 30 9.1 0.374 
1 

TV2 (VEJ 2 X 10-4 30 11.9 0.569 

TV3 (VE) 3x 10-4 30 8.8 0.624 

! 
1 

\r(+J(MMC) 30 21.5 9.967 

! 
1 
ID1 (VE+MMC) 1X10-4 30 • 18.13 0.75 

lo2 (VE+MMC) 2X 10-4 30 • 13.96 0.839 

1 

iD3 (VE+MMC) 3x 10-4 

1 

so 21.6 1.569 

1 

1 L 
•Diferencia es1ac6Slicamente significativa ANDEVA y prueba Tukeyo<..0.05 
con respscto al valer de MMC 

% de lnhlbieión • 100- X ICH clebidos al lfalamien10 x 100 • 
X ICH debidos al mutágeno 

M-Molar 
e.e. - error eatandar 

" 

16.38 

80.9 

o.o 



TABLA 2. AnA/ls/a d6 vafianZa efactuadl> •las Ft9CUf1flCias /CH 
producidas por la llfram/na E y i. mlromlcina e 

(Alfa. 0.05) 

~de Gl-*"'119 Sumada Cultdrados .,,.. 
\1ll1llCIOO llborrJld Culldrad<n M6dlOs Cll/oulada 

Modelo 7 5669.71 809.96 43.99 

Error 221 4069.37 18.413 

Torales 228 9739.08 

"'FMM 
tablas 

0.001 



1 
TABLA 3. Ef8Ct0 de la Vitamina E (VE) y la mitomlcina e (MMC) 

prolifersción celular (CPK} In vitro. 

CPKl96J 
T/lltJIJrl/ilnto Dosis Ut M2 ltl3 

T(-) Testigo o 45 49 6 

TV1 VE 1X10-4 40 39 21 

TV2 VE 2x 10-4 41 43 16 

TV3 VE 3x 10-4 47 38 15 

T(+)MMC 53 37 10 

~ 01 VE+MMC 1X10-4 60 39 1 

1 
1 

D2VE+MMC 2x 10-4 62 32 6 

D3VE+MMC 3x 10-4 61 30 9 

M1, M2 y M3- frecuencia de células en primera, segunda 
y IBrC6ra división. 

IR-M1 +2M2+3M3-100 

• Estadlsticam6nte significativo can respecto al testigo. 

Prueba de Xi cuadrada (alfa - 0.05) 

IR 

1.61 

1.81 

• 1.32 

1.681 

• 1.37 

• 1.41 

• 1.44 

• 1.48 
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VI. DISCClSION 

No st observaron diferencias tstadlsdcomenle significalivas elllre ti control negativo y los 

ltsdgos de WtamJna E, por lo que st puede concluir que la WIDmina E por si sola no 

~t un incremento en lafncuencla dt /CH. 

C-On respecto a la acdvúlad anli-ICH de la vitamina E, al comparar los tratamlenJos dt la 

llÍIDmÜlll contra el mutágeno usado como testigo posilivo, la milomklna C, observamos una 

nduccl6n en ti número de /CH., como puede observarse difenncia estadfsdcamenle 

significadva con respecto al tesdgo (+)en los tratamientos 1 y 2 (DV,)y DVJ, sin embargo 

esta diferencia no se pnsenJ/J con ti trata.miento 3 (D V J. El hecho de qut esta úldnia 

dosis sea la más a/la utiliz::da nos sugiere que la acción andgenotórica se ubicó tnlll la 

conce1111YJCl6n 1 X Jf1' y 2 :r lf1', con un porciento de inhibición de 16.38% y 80.9% 

respectivamente. Donde la concentración DV, alcanzó el márimo efecto dt inhlbicl6n. 

Strfa recomendablt ampliar, estudiar el intervalo de dosis, con el objeto de determinar con 

más precisión por qut el e/te/o st pierde, y si ésto es progresivo o no. 

Con respecto a la cinldca celular, se observó un rttra.ro en el ciclo de proliferación celular, 

en los cullivos con los traJamientos de vflanrlna y mitomicina que estadlsdcamenle es 

similar al comportamhnto que erlril>e el mutáge110 por si solo. Por lo que concluimos que 

no eriste efecto sinergista de la vitamina E con la mitomicina C. 
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La tu:ri6n de la 'l'ilamina E como antimutdgeno se ha estudiado in vitro con/m otros 

agente&, como en el trabqjo de Gebhatt y Wagner en 1985, el cual utüiz/J como agentes 

clastoglniros B/comlclll.: (BMJ, ciclofoifamida (CPJ ytrenimon (TRJ, como anliclasl6genos 

utiliza las vitaminas C y E. En dicho trobqjo, ademd.< de evaluar los ICH. se estudia d 

daño cromos6mico y se concluye que las dos vitaminas inhiben lafunci6n clasloglnica de 

TR y CP ya que a la 8111 no la qfectan. El efecto de la disminuci6n de la frecuencia fue 

slgnificalivo en este experimento, a diferencia de el presente trabqjo donde si hubo 

aclivUlad anli-ICll aunque el efecto se encuentra en un Intervalo limitado. 

En cultivos celulares y Drosophila in vivo, tamblln se obseT1'6 efecto anlimutagénico th la 

vitamina E contra dimelil ben:;u&treno. Beclcman C., Royand R.111., Sproule A., 1982. 

En micro-organismos como Salmone/Ja thyphimurlum trotados con aflotoxina re observ6 

un potente efeClo inl1ibitorio, Raymond J., Frances F., 1973. Estos dalos nos indican que 

la vitamina E puede tener un amplio espectro de acci6n antigenot6xica si cumple 

detenninadas condiciones experimenta/es, ya que actúa en un rango de concentraci6n 

limitado. 

Sobre la vitamina C y E existen estudios in vivo e in vitro realiwdos en el laboratorio de 

Genltica de la Escuela Nacional de Ciencias Bio/6gicas, con un enfoque similar al 

nuestro, al comparar los dalos primeramente con la vitamina E in vivo, se obseT1'6 que son 

muy similares a los obtenidos in vitro en el cual la vitamina por s( sola no es genot6xica, 

y el efeClo anti-ICII existe aunque fue muy leve in vivo. 
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Por el con/TrUio, en los trobajos dt 1itamlna Cu time una acci6n anligentl/6xica más allll 

que la que proporciona la vitamina E. La vilamina C presenta un a/lo efecto anti-ICH, 

por lo que se puede decir que tiene una buma funci6n de anJimutagenicidad. 

También la vilamina C produce modijícaci6n m el ciclo celular comparalivanunte con 

vitamina E, pero no se sabe si este efecto es por la citotocixidad del mut4geno, efectos 

sinlrgkos, o por la acci6n protectora de las 1'itaminas. 

Dt dicha comparación se desprende que ambas vitaminas son inocuas desde el punJo de 

vista genot6xico. 

Como la relación entre antimutagénesis y anticarcinogénesis es estrecho, cuando un agente 

es efecti1•0 en alguna acción es conveniente determinar su efecto en la otro. La vitamina E 

se ha demostrado que tiene un carácter anlioxiáallle que es una útil pro~dad para la 

acción inhibitoria de la mu/agénesis, también existen evidencias sobre su potencial para 

inhibir el cncimlento tumoral o bloquear la fomwci6n de carcinogénesis. (Süvio de Flora, 

1988). 

Los datos Dlllerlores nos hactn suponer que la vitamina E padrfa usarse en el futuro, como 

un co..vlyu1•anle en la pnvención y control de problemas relacionados en la mu/agénesis

carcinogénesis, sin embargo todavfa es indispensable conocer una serie de elementos 

relacionados con su actiridad, como la interacción con otras sustancias, su especificidad 

antimuJagénica y el inte1'1'alo en que actúa, con lo que podria establecerse una terapeútica 

m4s concreta para su uso. 



CONCLUSIONES 



Vil CONCLUSIONES 

La l'ilamina E no prod11jo por sf sola, un incremento estadfsticamente significativo 

de los ICHs eon respecto al control negalivo, con ninguna de las dosis probadas. 

No obstante, si mod<fica la cinética de prollferaci4n celular. 

Las concentraciones utilizadas de vilamina E corrrspondientes a IX J<r y 2 z ltr 

mglml prodi¡jeron una inhibición de los ICHs inducidos por la MMC del 16.38 y 

80. 9% respectivamente. Y la cinética de proliferación celular se observa que srifrló 

un retraso estadl.rticamente significativo con respecto al control negctivo. 

No se observó efuto sinergista de.fa 11/amina E sobre la MMC: ni nquiera en la 

dosis donde no e:dsli4 acci4n inhibiJoria. 
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