TESIS CON
FALLA DE QRIGEN

2.5
Al

UNIVERSIDAD NACIONAL
AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

"Hedto Anticlastogénico de la Clorofifina en
Contra del Nitiito de Sodio Evaluado
en Ratones CEPA NIH"

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULQ DE

QUIMICA  FARMACEUTICA  BIOLOGA

P R E s E N T A
Maria del Carmen Alejandra Herndndez Ceruelos

Directora! M en C. Sandra Diaz Barriga Arceo
Codirector: Dr. Eduardo Madrigal Bujaidar

Cuautitldn Izcalli, Edo. de México 1296

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



it WU

PECTRVY 3% =7

R . . ,
b"ﬁﬁ@'~~"a ; FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
itz ’: f UNDAD DE LA ADWNISTRACION ESCOLAR R, A, M.
x&w<€£rv$ DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALQQHHDD[tNUWM
t:é:'(g\w?é) SUPERIORES CUAUTITLAM
INIVIRADAD NACJONAL '_'_
f;;t%\'\L’, ASUNTO: VOTOS APROBATDRIO!E‘,
Mz ' at
’ i W‘w‘g
DR. JAIME KELLER TORRES Departamento de
DIRECTOR DE LA FES-QPAUTITLAN tiamaras Profasianolm

PRESBSBENTE.

AT’N: Ing. Rafael Rodriguez Ceballos
Jefe del Departamento de ExAmenss
Profesionales de la F.E.S. - C.

Con base en el art. 28 del Reglamento General de Examenes, nos
permitimos comunicar|a usted que revisamos la TESIS TITULADA:

Efecto anticlastogénico de la clorofilina en contra

del nitrito de sodio evaluado en ratones cepa NI,

>
) Marti del Carmen Alejandra Herndndez Ceruclos
que presenta _l4 pasantes

con nimero de cuentat 8705088-2  para obtener el TITULO de:
Quimica Farmacéutica Bidloga { a&n colaboracién con 3

Considerando que dicha tesis reine los requisitos necesarios para
ser dincutida en el EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos
nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE.
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cuautitlan Izcalli, Edo. de Méx., a 15 _ de _marzo de 199_0

’ L2
PRESIDENTE Q.F.B.Idalia Avila Mivazawa -'44:ﬂ:&4udifﬁ‘
VOCAL, M.en C,luisa Martfnez Apuilar L.

SECRETARIOM, enC, Sandra Diaz Barviea Arcen

v (u \\
PRIMER SUPLENTEQ.LI.B.Rosalba Bonilla Sincher L\‘wnﬂqlll :

v g - . \ ‘%‘.U X
SEGUNDN SUPLENTH.enC, Victor M, —endejas Buitrép (7?JM/
P

-

UAK/DKP/VAP/02



DEIJCATORJAS



DEDICATORIAS

A mis padres, por todo el amor,carifio,cossjos,ejemplos,apoyo y todos los
migicos momentos ,las mis infinitus gracias a ustedes por haberme formado
como mujer,profesionista y ser humano.

A mi hermano, por lo momentos compertidos,

A Bety, gracias ratona por escucharme,comprenderme y apoyarme, gracias
hermana.

A la Masstra S8andrw mi directora de tels, gracias por permitirme encontrar mi
camino, por ayudarme a descubrir y desarrollar mis habilidades, por ser mi
gula, amign y compafers.

Al Dr. Madrigal, gracias por los consejos y Ia oportunidad de trabajur y conocer
o] maravilloso mundo de la genotoxicologia.

A todos mis profesores, que me dieron una eblida formaciébn académica,
haciendo realidad mi suefio de ser profesionista.

A los sinodales por !a atencibn y consejos brindados a este trabejo.

A todos mis amigos, al grupo del laboratorio de Gendtica , de la magnifica
generacibn 17° de Q.F.B. y a todas las psrsonas que me han permitido creccer
cada dis més.

8obre todo gracias Dios por todas las bendiciones dadas, nunca me dejes de tu
mano.



INDICE
RESUMEN,
INTRODUCCION. ¢ st vttt e ettt et e e ettt e et e et e e s e e aaaees 1
1) (21 1< T 4
QRIETIVO GENERAL. . . .o\ttt ettt et e et e, 4
OBJETIVOS PARTICULARES. . ..\ttt e ettt e e 5
MARCO TEORICO
LMATERTAL GENETIOO. .o\ttt it et e ee e aee e 6
2UMUTAGENESIS. v ovv st ere et et et e e e 11
2.A PRUERAS DE  MUTAGENESIS EN BACTERIAS. . .. viviirvieerininnenns, 14
2.B PRUEBAS DE MUTAGENESIS EN HONGOS. .............v0s.. e L
2.C PRUEBAS CON CELULAS EN CULTIVO........o0viivnniineieinnnnns, 16
2.D PRUEBAS DE MUTAGENESIS IN VIVO.................... TSR 18
3. PRUEBA DE MICRONUCLEDS. . '\t vttttteeeere e eeieieiannanns 20
3. BRITROPOYESIS. .. ot vettt st in ettt ettt e et vt enee e 24
3.B ERITROCITOS POLICROMATIOUS. \ .\ vttt e e, 28
3,C INCLUSIONES ERITROCITARIAS . ...\ vivvtietieeiiinininnnennes 29
3.D PRUEBA DE MICRONUCLEDS EN RATON.......o.ooviernvnvrinennn... 3l
4. AGENTES ALOUILANTES. .ottt eeeeeirt et e e et 34
5.NITRTTO DE SODIO ¥ NITROCOMPUESTOS ...\ oot ereerienininenieneenss 40
6,CLOROFILINA ¥ AGENTES ANTIOXIDANTES. .. ...evuvvrernrnneieinsnns. 49
MATERIAL Y METODO |
MATERTAL, .\ ovvvsvivinenineaens e e crenen 55
METODO EXPERIMENTAL. .. o\t vt vvvnseareeereeeenenionnnis e 57



DIBCUBTON . o ettt e et et a et e e e 75

CON ST ON S, L vttt e e e e e e 81

FN YD Y L 27 S N 82

GLOBARID . v ittt e 83

BIBLIOORAF I, Lottt it i e 85
| | i



INDICE DE FIGURAS,TABLAS Y GRAFICAS.

FIGURA 1. FORMACION DE MICRONUCLES.................oviinnnnes. 23
FIGURA 2. PROCED) ERITROPOYETICO.......ovii i 27
FIGURA 3. MECANISMO DE ALQUILACION. .. ..ovvv e a7
FIGURA 4. CONTENIDO EN ALIMENTOS DE NITRATCG Y NITRITOG............ 42
FIGURA 5. RUTAS METABOLICAS DEL NITRATUS Y NI'TRITUS................ 44
FIGURA 6. ESTRUCTURA DE LAS NITROSAMINAS. ... ... ... .oivveinn, 48
FIGURA 7, ESTRUCTURA DE LAS NITROSOUREAS. ............ooiviviunn... 48
FIGURA 8. ESTRUCIURA DE LA CLOROFILA. . ..., 51
FIGURA 8. ESTRUCIURA DE LA CLOROFILINA....... FOUUTTRRTTOTR 51
DIAGRAMA DE FLANO. . vt v 61
TABLA 1. PROMEDIO DE PESOS FOR IOTE. oo ove et 62
GRAFICA 2. PROMEDIO DEPESOS POR LOTE. . ... 63
TABLA 2. PROMEDIOS DE LA RELACION FPC/ZENC. ..o, 64
GRAFICA 2. PROMEDICS DE LA RELACION EPC/ENC..........ovevvvvivnnn., 65
TABLA 3. RESULTADOS DE LA RELACION EPC/ENC POR ANIMAL,............. 66
TABLA 4. RESULTADOS DE 1A FRECUENCIA DE EPCMN POR LOTE............. 60

GRAFICA 3. RESULTADOS PROMEDIO DE [A FRECUENCIA DE EPCMN FOR LOTE..70
GRAFICA 4. RESULTADOS DE [A FRECUENCIA DE EPCMN PARR 106 LOTES
TESTIGO, METILUREA Y LA MEZCLA DE ESTA CON NITRITO..........ov0vuee 71
GRAFICA 5. RESULTADOS DE LA FRECUENCIA DE FPCMN PARA EL IOTE TESTIGO
Y DE NITRITO A LAS TRES DOGIS MANEJADAS. . ...o.ovvvv i inss 72
GRAFICA 6. RESULTADOS DE LA FREXUENCIA DE EPCMN PARA 10OS LOTES DE
NITRITO Y SUS CONTRAPARTES ADMINISTRADAS CON CLOROFILINA.......... .73
TABLA 5. RESULTADOS POR RATON DE LA FRECUENCIA DE EPCMN............ 74



RESIIVEN



RESUMEN

Con la presente investigaciédn.se evalud ] efecto anticlastogénico de
la clorofilina en contra del nitrito de sodio per se. y por otra
parte observar si el efecto del nitrito se vela incrementado en
combinacién con la metilurea.en el supuesto que en combinaciod con
osta ultima el efecto ae potenciaria.La técnica de evaluaciodn
seleccionada fue la de micronucleos.y los sujetos de experimentacidn
ratones de la cepa NIH: 60 animales fueron pesados. marcados vy
divididos en 10 lotes.Se les tomd una muestra de sangre periférica
con la cual se realizd un frotis. se procedidé a administrar las
sustancias de estudio por via oral con excepcién de la clorofilina
la cual se administrdé via intraperitonsal en los lotes
seleccionados:las administraciones se realizaron cada 24 horas por 3
dias, al cuarto dia se tomé la muestra de sangre nuevamente.Las
laminillas fueron fijadas. toefiidag Yy analizadas en el
microscopio.cuantificando la cantidad de EPC on 1000 eritrocitos.y
posteriormente en 1000 EPC se determinaron la cantidad de
micronicleos . De acuerdo con los resultados:sl nitrito de sodio
presenta un poder clastsgénico considerable, sin que ésto sea
dependiente de la dosis. pero esta clastogenicidad no se vié
potenciada cuando se combind con metilurea.Por otra parte la
clorofilina mostrd el efecto esperado.pues la tasa de MN disminuyd en
los lotes administrados con este compuegto y nitrito. por lo que se
puede concluir.que la clorofilina actué como un eficiente

anticlastdgeno.
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INTRODUCCION

La presente investigacidn tuvo como principal objetivo sevaluar
al efecto anticlastogénico de la clorofilina sobre los efectos del
compuesto quimico denominado nitrito de sodio.y el efecto que este
tiene en combinacién con metilurea.La combinacién de ambos compuestos
puede ocasionar una reaccién de nitrosacién in wvivo.El producto
formado a partir de esta reaccién quimica es la metilnitrosoursa.que
8 un compuesto de la familia de las nitrosaminas.algunas de las
cuales presentan actividad carcinégena;édstas pueden ser activadas en
solucién acuosa y no requieren de activacion enzimatica:este tipo de
sustancias producen generalmente cancer estomacal y cerebral (Hodgson

1988) .

El uso de los nitritos en la industria de cArnicos y embutidos
es ampliamente conocido, sin contar con que ellos estdn presentes en
una gran variedad de alimentos,su principal uso es como preservativo
pues es un buen agente contra el desarrollo bacteriano.Se considerd a
la metilurea para realizar el presente estudio, porque es una
sustancia que podria considerarge como prototipoc de todas aguellas
con las cuales es posible que el nitrito de sodio pusda producir una
nitrosacioén, incluso cuando  puede ser inhibida por la presencia de

agentes antioxidantes., como la vitamina C y vitamina E.

La técnica que se utilizd para la evaluacion del efecto
mutagenico de las sustancias involucradas fue la denominada
Micronicleos (MN), esta prueba fue descrita por Boller y Schmid
(1970). y se basa en la frecuencia de MN en diversos tipos de células

tales como eritroblastos. eritrocitos, y espermatogonias. es usada



para la deteccidn de agentes clastogenos in vivo, ast como aquellos

que afectan la distribucidén mitética de los cromosomas.

Un micronucleo es un fragmento de cromatina separado del total
del nucleo de células eucariotas, tales microntcleos se generan a
partir de la fragmentacién de cromosomas acéntricos o bien se deben
a cromosomas de cromﬂtige completo que no se incorpora a una célula

hija durante la divisidn celular mitética.

El ensayo realizado durante la investigacién fue de tipo agudo,
o5 decir. se realizd la inducccidn dentro de un lapso de tiempo
relativamente corto con el fin de que el efecto mutagénico se
observara agin necesidad de realizar una administracién larga de los

reactivos antes mencionados.

De acuerdo con lo anterior la evaluacidn del efecto mutagénico
del nitrito de sodio puede ser evaluado mediante la prueba de
micronucleos. pues como 8e observa,los derivados de esta reaccidn
actuan como agentes alquilantes,.con lo qué se tiene la posibilidad de
avaluar el {ncremento en las rupturas cromosdémicas caugadas por este

agente. .

Por otra parte, es necesario buscar formas de prevencidn
efectivas contra el efecto mutacional ocasionado por los aditivos
alimenticios. algunos de estos agentes son los antioxidantes como la
vitamina C y E ,que son efectivos depuradores o exterminadores de
radicales libres, actuan ginérgicamente en la actividad

biotransformadora de las enzimas hepdticas y en la prevencidén de la



formacion de nitrosaminas en ol tracto digestivo.En el caso de
nuestra investigacién decidimos probar el efecto antimutagénico de la
clorofilina contra el nitrito de sodio:ya que este compuesto ha
demostrado en otras investigaciones ser efectivo en egste aspecto

(Gentile 1991.1994).

Por lo anteriormente descrito.este proyecto resulta como
tegsistas una brillante oportunidad para aplicar los conocimientos
adquiridos durante la carrera.ademés de permitirme trabajar en lo que
es la investigacidén formal con el fin de buscar una solucién al
problema de los agentes mutédgenos a los cuales el hombre moderno se

encuentra expuesto de manera constante.
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HIPOTESIS ¥ OBJETIVOS

RIPOTRAIS:

La clorofilina es un deamutdgeno que puede disminuir el dailo
clastogénico ocasionado por agentes alquilantes formados a partir del

nitrito de sodio.

OBJETIVO GEFERAL:

Evaluar mediante la técnica de micronucleos el efecto
anticlastogénico de la clorofilina,probado en contra de nitrito de

sodio, y la mezcla de éste con metilurea.en ratones de cepa NIH.



OBJETIVOS PARTICULARES:

1.Determinar la {nduccidén de micronicleos del nitrito de sodio a las

dosis de 10 mgrkg. 15 mgrskg y 20 mg-kg

2.Evaluar si en combinacién el nitrito de sodio (10 mgrkg) y la
metilurea (8 mg-kg). pregentan un etfecto clastogénico mayor que el

presentado por el nitrito de sodio per se a 1a misma dosis.

3 Observar si el efecto clastogénico del nitrito de sodio as

porporcional a la dosis admministrada.

4. Determinar. si{ el tratamiento con clorotilina a la dosis de 4
mg-kg. disminuye la frecuencia de micronucleos inducida por el

nitrito de sodlo.

5.Evaluar el cambio en la actividad de la médula ¢sea ocasjonado por
los compuestos antes mencionados,medlante la wvariaclién en la
relacién de wseritrocitos policromdticos con respecto a los
eritrocitos normocrémicos,como medida de 1la toxicidad de los

compuestos.
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1.5L NATERIAL GENETICO.

Como sabemos el material genético as la entidad que contiens la
informacién a partir de la cual. todos y cada uno de los seres vivos
del planeta desarrollan sus caracter{gticas de acuerdo a su

aspecie(Ayala 1984).

El material genético esta formado por nucledtidos. los cuales
estan conformados por bases nitrogenadas de tipo purinico vy
pirimidico unidas a una desoxirribosa que a su vez se encuentra
agociada a un grupo fosfato. Los nucledtidos del ADN se unen por
enlaces fosfodiéster por la reaccién de grupo OH del carbono 3 de la
desoxirribosa con el fosfato enlazado al carbono % del siguente
nucleétido.por lo que da un patrén de crecimiento en la direccién
5'a 3' ya que el extremo libre {inicial ss el fostfato del carbono

5'(Thomsaon 1991).

El ADN poses dos cadenas de polidesoxirribonucledtidos,
antiparalelas que tienen sentidos opuestos . es decir. una va de 5'
a 3' mientras que la complementaria va de 3' a 5' y esto se dehe a la
posicién del enlace fosfodiéster en la segunda cadena aunque ella

sigue aumentando en la posicion 5' a 3'(Thomson 1991)

- Egstas dos cadenas se encuentran apareadas por complementaridad
de bases de manera que una base purica (pu) se enlaza con una
pirimidica (pi) .Las cuatro bases nitrogenadas presentes generalmente

en el material genédtico son la adenina y guanina que tienen



estructuras de tipo purico y la citosina y timina que son de tipo
pirimidico.La adenina se complementa siempre con timina por la
formacién de 2 puentes de hidrégeno. mientras que la guanina se
asocia con citosina por la formacidén de 3 enlaces del mismo
tipo.Ambas cadenas se eprrollan alrededor de un eje hipotético dando
una estructura helicoidal.algo similar a una escalera de caracol en
donde los peldafios estdn conformados por las uniones entre 4 bases
nitrogenadas y los fosfatos y la ribosa quedan hacia afuera .Por cada
giro del helicoide existen 10 pares de bases y el didmetro uniforme

de la hélice es de 20 Angstroms (Schmid 1987).

La forma de replicacidn del ADN es semiconservativa.durante la
fase § del ciclo celular.el material gendtico’ ge duplica.En este
momento los enlaces hidrdgeno entre A=T y C-G se disocian
formandose dos filamentos.a partir de los cuales por accién de
enzimas especifficas como las ADNpolimerasas se sintetiza otro
filamento complementario de manera que se forman 2 cadenas de ADN en
cada una de las cuales uno de los filamentos es la tira madre a
partir de cuya secuencia se forma el filamento complementario recién

sintetizado (Schmid 1987).

Cabe seflalar que en la cadena 3'-5',la sintesis de DNA es
discontinua.por lo que a la hebra recién formada se le denomina
retrasada.este filamento esta compuestos por pequeflos fragmentos
denominados de Okasaki que se unen entre si por accién de la enzima

polimerasa II(Alberts 1990).

Para realizar la sintesis de proteinas la cual ocurre en el
citoplasma.el ADN debe de pasar su informacién a una molécula

intermediaria conocida como Acido ribonucleico:en 6l la molécula de



azucar o8 una ribosa :el ARN es complementario a la secuencia del ADN
aunque particularmente presenta la caracteristica de sustituir los
lugares correspondientes a la timina por el nucledtido denominado

uracile (Gardner 1991)

Existen en el ADN secuencias determinadas denominadas primers o
iniciadores .a partir de las cuales comienza la sintesi{s de ARN
tomando solamente una cadena de ADN como templete para la sintesis de
la cadena lineal de ARN.En este punto sigue la complementaridad de
bases., es decir. si la secuencia del ADN templete es ATCGTAA la
cadena de ARN tendrd la secuencia UAGCAUU.Una vez sintetizado el ARN
sufre cambios postranscripcionales lo cual ocasiona que se tengan
tres tipos de ARN. el ribosomal.el de transferencia y el mensajero

(Alberts 1990).

El ARNm se acopla en los ribosomas que son estructuras formadas
de ARN y proteinas, compuestos por dos subunidades que se disocian
cuando ha terminade el proceso de traduccién, es en 41 en donde se
degenrolla cuando se va llevar a cabo la sintesis de proteinas.la
secuencia de cada tres bases es lo que se denomina un codén,el ARNt
as o] encargado de acarrear los aminodcidos durante la sintesis de
proteinas, . éste tiene una forma de trébol invertido.presenta
complementaridad de bases en el asa inferior.a este triplete se le

denomina anticodén.

El apareamiento de los codones ofrece 74 posibilidades.conforme
80lo se tienen 22 aa. se tiene asegurada la sintesis de todas las
proteinas:el lenguaje de los codones es universal para todas las
egpecies.y o8 la gecuencia de ellos la que indica los sitios en donde

ge debe comenzar y terminar la sintesis (Ayala 1984).



De acuerdo con Salamanca (1992)un gen es una porcion de la
molécula de ADN codificada para la sintesis de un polipéptido.Por
otra parte Riegger (1991) nos dicve que es un elemento que se
transmite de forma hereditaria,compuesto por bases rigurosamente
ordenadas que contienen la informacién para la sintesis de
polipétidos (gen estructural) [} la informacidén para una

autorregulacioén del ftuncionamiento genético (gen regulador}.

Dentro de una cadena de ADN se tienen muchos genes los cuales se
agsocian entre wellos s con protefinas y sistemas enzimadticog
conformando lo que se denomina un cromosoma.En procariotes se tiene
un solo cromosoma circular formado por una doble cadena de ADN:.en los
eucariotes.el ADN se reparte en varios cromosomas ,que s organizan

dentro del niucleo celular de manera lineal.

Las proteinas a las cuales se asocia el ADN para conformar un
cromogoma son las denominadas histonas.de ellas se han caracterizado
5 tipos ,las histonas 2a,2b.3 y 4 se encuentran formando octémeros a
los cuales se les denomina core .alrededor de él! se enrolla el ADN
dando dos vueltas y media (146 pares de bases) y a ello es a lo que
se denomina nucleosoma,se tiene una regidén espaciadora entre
nuclecsoma y nuclecsoma y es en esta zona en donde se fijan las

histonas de tipo 1 a manera de broche (Gardner 1991}

Al parecer 6 a 10 o'més nucleosomas pueden enrollarse en torno a
un canal central formando fibras de cromatina,de la cual estan

formadas los cromosomas

Todos los seres que se reproducen sexualmente,tienen como
caracteristica presentar pares de cromosomas.de los cuales uno fue
donado por la madre y el otro corresponde al padre.a este estado se

le denomina diploide (2n) (Charlotte 1984)
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Durante la fase Gl del ciclo celular los c¢romogomas se
encuentran despirilizados Y con formados por una sola
cromatide. formando una ‘eapecie de red:durante la fase S.todo el
material gendtico se duplica y los cromosomas quedan compuestos por 2
cromatides.ambas son replica exacta de la original.Pogteriormente
cuando se entra a la etapa de divisién celular (mitosis o
meiosis),los cromosomas se compactan en metafase al mAximo.durante la
anafase las cromdtides se separan,quedando las células hijas cada una
con un cromosoma.De esta manera es que la informaciéon gendtica pasa

de manera intacta de generacidén en generaciédn (Salamanca 1992).



2. MUTAGENESIS.

Como sabemos el hecho de que la informacidn genética se
transmita de generacidn en generacidn sin cambios aparentes asegura
que las caracteristicas de una especie se mantengan.Sin embargo esta
informacién es susceptible de sufrir cambios de manera espontdnea o
bien inducidos por diversos agentes ambientales.Estos cambios son
fundamentales para la evolucidén de las especies y la seleccién

natural de ellas.

Aungue en un principio el término de mutacidén se aplicaba
unicamente a aquellos cambjos de la informacidén genética heredables a
la progenie.hoy el concepto se aplica a cualquier cambio heredable en

el genotipo o bien al cambio en la secuencias del ADN (Gardner 1991).

De acuerdo al Glossary of Genetics Classical and Molecular
(Rieger 1991) . se congidera como mutacién a cualquier cambio en la
secuencia del ADN o ARN o bien a una serie de rearreglos en ol
material gendtico de una célula viva o un virus.Egtas alteraciones se
pueden dividir en dos grandes grupos. es decir. mutaciones génicas o
microlesiones y a grandes camblos estructurales en un cromosoma es

decir mutaciones o aberraciones cromosémicas.

Dentro de las aberraciones cromosdmicas ge tlenen tanto de tipo
estructural como numérico. Las alteracliones en el numero cromosdmico
pueden originarse como resultado de una no disyuncién (no separacidén

|

de los cromosomas) o por' un rezago anafdsico, ambos fendmenos pueden
originarse tanto en la divisién meidética como en la mitdética. Cuando
el numero cromosdmico es multiplo exacto del numero haploide. se

habla de un estado de euploidia. &in embargo cuando uno ¢ varlos
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cromosomas se encuentran involucrados. la alteracidén numérica se
denomina aneuploidia. Las aneuploidias son mAs conocidas por sus
repercusiones en el origen de alteraciones congénitas , teniéndose
que las més encontradas en nacidos vivos son las trisomias que es
cuando se presenta un cromosoma adiclional como es el caso dsl
Sindrome de Down (47 .XX o XY. + 21).las monosomias o la falta de un
cromosoma como la presente en el caso del Sindrome de Turner (45.
X_). las dobles trisomias , es decir. la presencia de dos cromosomas
adicionales de distinto par cromosémico como en el caso de paclentes
con un cromosoma X extra y Sindrome de Down (48, XXX, 21), las
tetrasomias o la presencia de aos cromosomas adiclionales del mismo
par como en algunos casos de Sindrome de Klinefelter (48, XXXY).Otras
aberraciones numéricas lra congtituyen las nulisomias o0 sea la falta
total de un par cromosémico Yy los mosaicos o mixoploidias en las
cuales dentro del mismo organismo se tienen 2 o mds lineas celulares
una de las cuales es normal y la otra u otras se encuentran afectadas
en su numero cromsémico. la produccién de mosaicos se debe a la no
disyuncién de los cromosomas en la mitosis temprana después de la

formacién del cigoto (Salamanca 1992).

Las aberraciones estructurales son ocasionadag por agentes
clastégenos.es decir aquellas sustancias que provocan la rupturf’ del
cromosoma;cuando una ruptura sge lleva a cabo s8e puede tener una
restitucién de la lesidn .dando un genotipo sin alteracidn alguna.Sin
ombargu si se tiene una ruptura y no hay restituclidn.se puede
presentar un fenémeno en donde no se reunan las partes afectadas
dando como resultado una pérdida del material genético.o bien una
reunlén inter o intracromosomal que repercute como un cambio

estructural (Thomson 1991).
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Dentro de las aberraciones intracromosémicas se tienen
deleciones, inversiones.anillos e isocromosomas.Por otra parte para
las aberraciones intercomosémicas se presentan las translocaciones
simples.reciprocas y robertsonianas.ast{ como la duplicacién que es

una forma particular de translocacién (Salamanca 1992)

Dentro del ciclo celular.las mutaciones se presentan con mds
probabilidad durante la etapa Gl por ser ésta la parte con mayor
duracion del ciclo.aunque en el caso de las mutaciones puntuales el
periodo S parece ser la etapa mds sensible para que ocurran (Gardner

1991).

Cuando 8&e tiene una mutacién.,y dependiendo de la linea celular
en la que se produzca., se presentan cambios que repercuten en el
desarrollo del individuo afectado:cuando las mutaciones ocurren en
células germinales estas generalmente se traducen en productos
afectados.infertilidad y abortos espontdneos. Cuando ge tienen
mutaciones en cédlulas somAdticas es muy posible que se tengan
alteraciones en los procesos metabdlicos de ellas,lo cual repercute
en el funcionamiento normal ademé&s de ser el pago inicial para el
desarrollo de un proceso cancerigeno.con lo cual se explica el
aumento a uGltimos tiempos de personas afectadas por aste mal

(Salamanca 1992).

Cuando las mutaciones son provocadas por un agente.es decir que
no ocurren de manera espontédnea,puede evaluarse el efecto del
mutdgeno con diversas técnicas.Cuando los dafios se presentan a nivel
génico,las técnicas empleadas son preferentemente la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR). Sputhern Blot (SB), Northern Blot
(NB), _Western Blot (WB), Corrimiento electroforético en gel de

agarosa (PAGE)} e Inmunodeteccidn.
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Existen muchas pruebas de mutagenicidad evaluables en seres

vivos.que incluyen

a)Pruebas de cambio de pares de bases o en las pautas de lectura es
decir mutaciones puntuales que &6 evaluan en bacterias como
Escharichia coli.Salmonella thyphimurium o Bacillus subtilia.
b}Prueba para determinar aberraciones cromosdmicas a partir de
cultivos celulares.

c¢)Induccién de mutaciones de células en cultivo.

d)Prueba en Dxnannhiln_malnnggnn&nx de recesgsivos letales.
9}Evaluacidn de lesionss cromosdémicas por el andlisis de cédlulas en
metafase o por prueba de“micronuclaos.

fiInduccion de mutaciones en células germinales mediante la

ovaluacién de dominantes letales en rata o ratdn (Derache 19909.

Estos se dividen en 4 grupos los cuasles se explicaradn brevemente

a continuacidn:

2.0.Prusbas de mutaginesis en bacterias.

Estas pruebas se basan en la deteccien de bacterias que han
sido afectadas por el mutdgeno en un gen determinado,quedando la
bacteria imposibilitada para sintetizar un compuesto vital para su
existencia por lo que ésta queda incapacitada para crecer en un medio

carente de 4l (Ayala 1984).

Otra pogibilidad es la introduccidn de pldamidos. log cuales dan
nuevas propisdades a la bacteris como pusde ser la resistencis a

determinados antibidticos (Levin 1989)
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Este tipo de ensayos tienen ciertas restriccionas: ya que todos
los experimentos deben repetirse al menos 2 veces. las sgustancias de
onsayo deben tenesr cierto yrado de solubilidad. no pueden ser ni
bacteriostdticas ni citotdxicas. se necesita en muchos casos la
adicion de fracciones microsomales para detectar los mutdgenos que
necesitan activacion enzimdtica, ademAs Be necesita manejar un gran
numero de muestras para obtener significancia en los resultados

{Derache 19%90).

2.5 Prusbas renlisadas en hongos.

En este tipo de prueba generalmente se utilizan levaduras tales
como Saccharomyces cerevisisae. ya que a demds de su capacidad para la
rdapida reproduccién mitdética. bajo algunas condiciones es posible
obtener reproduccion meidtica produciéndose 4 ascas haploides. cuando
se unen 2 de ellas sge obtienen cigotos diploides. Cuando las
mutaciones se inducen en el estado haploide son fdcilmente
detectables en la fase diploide :en esta prueba es necesario también
adicionar inductores enzimdticos en los casos que asi se requiera

(Gardner 1991)

En S.cerevisiae en estado haploide las mutaciones pueden darse
en dos loci que sintetizan para adenina.en donde aquellas colonias
mutadas presentan una coloracién roja al incorporar ésta del
medio.mientras que aquellas colonias normales presentan la coloracién

caracteristica blanca pueg estas gon capaces de sintetizar adenina.

Otra técnica que utiliza el mismo hongo consigte en detectar las

recombinaciones mitdticas anormales entre genes,dentro de un gen o
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incluso una aneuploidia mitdtica {perdida de un cromosoma
homdlogo) .El  homocigoto puede detectarse por la expresién del
fenotipo recesivo que sge mantiens en  gensraciones sucesivas.el
marcador utilizado para la deteccidén del caracter recesivo es la
rasistencia a agantes quimicos.marcadores dictales usando A y T .sl
homocigoto para adenina que provoca una acumulacién del pigmento rojo

(Derache 1990).

2.c.Pusbes con células en cultivo.

Las pruebas mencionadas anteriormente tienen como principal
desventaja el hecho de que e]l metabolismo de bacterias y virus es
totalmente diferente al de un ser humano o cualquier mamifero.es por
ello que se han desarrollado pruebas para la evaluacién del efecto
nutagénico de las sustancias en células humanag y de diversos

animales.

En el caso de log humanos es factible realizar cultivos
celulares a partir de un gran numero de tejidos que van desde la
sangre periférica.aspirados de médula dsea.piel.liquido amniético vy

vellogidades coridnicas. (Salamanca 1992).

El fundamento de los cultivos celulares es estimular la divisién
celular adicionande a los cultivos un agente mitédgeno.por ajemplo en
los cultivos de linfocitos se adiciona fitohemaglutinina.la cuat
estimula la clonacidn de linfogitos B.posteriormente las células se
detienen en la metafase de la mitosig al adicionar un agente que
impida la migracidn de los cromosomas como la colchicina,pudiendo de
ésta manera visualizar lps cromogomas pudiendo evaluar en ellos las

aberraciones que puedan présantar (Grouchy 1984).
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Estas técnicas citogenéticas de vvaluacion incluyen prusbas tales
como determinacidn de cariotipo a partir de un cultivo
celular.intercambio de cromdtides hermanas (ICH).bandeos como el

G.C.bandas Q.etc. .

La técnica més comin para evaluar dafio citogenédtico es el
anadlisis de aberraciones cromosdmicas de células en metafass
tratadas con el mutdgeno 'a estudiar;sin embargo estas pruebas son
todiosas. ge necesita de personal entrenado y con suficiente
experiencia para determinar el tipo de daflo que se presente en
metafage.ademds de que se necesita tener experiencia y habilidad en
el montaje de los cultivos y la preparacién de laminillas:las
condiciones de trabajo son bhastante estrictas y un error puede

significar el fracaso del ensayo (Salamanca 1992)

Una alternativa técnica muy aceptable la constituye la prueba de
intercambio de cromdtides hermanas (ICH) Ain_vitiro.pues el aumento en
la frecuencia en el numerc de intercambios en células obtenidas de un
cultivo celular o bien de médula ésea de un animal en ambos casos
tratados con un andlogo de base (5-Bromodeoxiuridina) y el compuesto
a probar realizando la técnica de tincidn diferencial nos permite
evaluar el efecto del compuesto sobre el material genético.Sin
embargo esta prueba necesita realiwarse gon extremos cuidados.ya que
la posible contaminacién bacteriana o micodtica d§ los cultivos

pueden dificultar la obtencién de resultados optimos (Enciclopedia
1991).

En estos casos se hace también necesaria la adicién de
fracciones microsomales pues algunos mutdgenos pueden pasar

inadvertidos al no biotransformarse en el metabolitoc activo.



2.d.Pruebas de mutagénesis in vivo.

Probablemente la mayor ventaja e utilzar animales para este
tipo de pruebas es que en ellos se pusde evaluar el efecto de una
sustancia en unp sSistema completo y expuesto a las condiciones
metabodlicas del sujeto de estudio.por lo que este tipo de prusebas son
mas representativas sobre el efecto que una sustancia podria

presentar en el humano {Derache 1991).

En los animales se puede hacer andlisis del cariotipo. a éstos
se les ha administrado el mutAdgeno y horas después colchicina
obteniendo as{ cromosomas en metafase a partir de muestras sanguineas
o al extraer médula dsea del fémur del animal para la evaluacién de

aberraciones cromosdmicas (Derache 19%0).

Otra prueba en la que se evalua el efecto de una sustancia sgsobre
las células germinales es la dominancia letal.en donde se examina la
muerte del embridn o feto del animal a causs de la alteracién de los
cromosomas por un proceso mutacional. ya que aparentemente no existe
alguna disfuncidn en células germinalesg.pero el huevo fecundado no es
viable.Generalmente se trata al macho que despuéms es acoplado con las
hembras a intervalos determinados :posteriormente se evalua el ntimero
de fetos muertos por hembra compardndolos con un control negativo.Sin
embargo para que esta prueba sea significativa.el numero de fetos
muertos debe duplicar log valores obtenidos con respecto al control
negativo ,esta prueba puede realizarse tanto en rata como en ratén
{Derache 1990).

I
La prueba "“Spot" o de las manchas consiste en someter a los

embriones durante su desarrollo al compuesto por analizar.en este
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caso los melanoblastos se ven afectados ocasionando que los genes que
controlan la pigmentacién del pelo del animal presenten alteraciones
Y ello sgse traduzca en la aparicién de manchas blancas en el
vientre.manchas amarillas alrededor de la garganta y zonas con
"gpots" blancos que se relacionan con mutaciones somAticas (Derache

1990).

Otra prueba jin _vivg es la translocacidn en ratén .en este caso
el mutAgeno puede induc%r que uno de los cromosomas sexuales X se una
a otro. por lo que la hembra queda en estado X0.dando como resultado
una hembra infértil.Al realizar un anpdlisis citoldgico.las metafase
obtenidas del animal solo presentan 39 cromosdémas de los 40 normales
o bien uno de estos cromosomas presenta una longitud de un largo
anormal al ser el producto de la translocacién del cromosoma X con

algun autosoma (Derache 1990)

Otro modelo por excelencia es la Drosaphila melancgagter.en ella

se pueden realizar un gran nimero de pruebas como la recesividad
letal cuando se evalua el efecto sobre células germinales.o bien la
prueba de Mutaciones Somaticas y Recombinaciones {SMART) cuando se

evaliua el efecto en células somaticas (Ramos 1993).

Por ultimo otra de las pruebas realizables in vivo es la prueba
de Micronucleos (MN) de la cual sge hablard més ampliamente en la

giguiente seccidn.
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!
S.PRURSA DE NMICRONUCLEOS.

Los micronicleos (MN) son corpusculos intracitoplasmidticos de
cromatina, separados del nucleo principal.y que se forman a partir de
la rupturas de fragmentos cromosdmicos acéntricos, o bien por aquellos
cromosomas que sufren un rezago anafédsico., lo cual se traduce en la
aparicién de un pequefio nucleo en células anucleadas como los
eritrocitos.o bien en sl citoplasma de nucleadas como linfocitos o
espermatogoniag.El {incremento en su numero es indicativo de un rezago
anafdsico o bien de la ruptura de cromosomas en una reglén acéntrica

ocasionada por agentes clastdgenos {(Riegger 1991)

La existencia de micronuicleos ha sido reconocida durante afios:su
asociacién con el dsfo cromosémico fue bien conocida desde los
primeros trabajos en el campo de la radiscién.El primer intento de
usar los MN como monitores de dafio éitogenético parece ser el
reportado por Evans y colsboradores en 19%59.,ellos usaron la
frocuencia de los MN para cuantificar el dafio citogendtico inducido
por los rayos gamma y los neutrones en ls presencia y ausencia de
oxigeno.Dentro de los resultados obtenidos s obgervé en las
cromatides intercambios asimétricos y simétricos iIncompletos que dan
el incremento de fragmentos acéntricos en la mitosis;estos fragmentos
son excluidos de los nucleos frecuentemente en las cdlulas hijas y
aparecen en la siguiente interfase como MN.Evans vy colaboradores 4
1963) estimaron que la frecuencia de micronucless en las cédlulas
recientemente formadas despuds de la radlacidén fue de
aproximadamente 60% de la frecuencia de los fragmentos observados en

preparaciones en metafagse de células tratadas similarmente.



2

Subsecuentemente Schroeder (1966.1970).recomendd el uso de las
tinciones de médula ésea para detectar el dafio in vive de mutagenos
quilmicos y demostré que la frecuencia de MN en células de ella esta
an conexidén con e} daflo citogenético.Este investigador recomendd el
conteo de microndcleos con otras anomalias nucleares constituyéndose
como "prueba de anomalia nuclear",siendo utilizada en los primeros
intentos para substituir la observacién directa de las tinciones de
médula égea para ol andlisis citogenético de metafases

(Frohberg.Bauer 1973.Vogel y colaboradores 1974).

Al comienzo de los aflog setenta.Schmid y colaboradores.as{ como
Heddle iniciaron los estudios para determinar que parametros podrian
servir como indicadores utiles del dafio citogenédtico en la médula
bgea in_vivo .Este trabajo llevd a la conclusidn de que la incidencia
de eritrocitos policromdticos micronucleados EPCMN era un indi{cador
util en del dafio citogenédtico: en médula ésea (Von Ledebrug y Schmid
1973).En base a este trabajo fue posible el desarrollo de una prueba
simple in.viva.en donde la identificacién de EPC micronucleados.nos
permite evaluar el daflo citogendtico,esta prueba es ampliamente usada

y referida cominmente como "Prueba de Microniucleos" (Schmid 1976).

Puesto que los MN resultaron del dafio citogenético en muchos
tipos de células proliferantes,no hay una prueba unica.sin embargo la

importancia del estudio es evidente debido a su amplia aceptacién.

El incremento en el uso de varias pruebas de microniucleos desde
1973, indudablemente proviene de las ventajas principales como
velocidad y simplicidad.Hedle en 1973 argumentd que el conteo de MN
eg 10 veces mag rdpido que el conteo do metafases.La velocidad y

gimplicidad no son las unicas ventajas pues los MN pueden observarse

¢

b
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en todas las fases dell ciclo celular y el numero de ellas es
ilimitado:el conteo de MN es facilmente reconocido.y por personal con

poco adiestramiento formal en citogenética.

No se requiere un cariotipo favorable.y los MN formados durante
la divisién celular persisten al menos durante la siguiente
interfase.ya que el tiempo de muestreo es menos critico.El dailo
ocurrido en algun estadio del ciclo celular puede ser observable
como MN con solo un ciclo celular transcurrido .y un tiempo ds
tijacién simple.es en principio suficiente .En la practica .esto es
necesario para asegurar que la divisidn celular no ha sido bloqusada
e in_vivo.el tiempo permite a la forma mutagénica activa para
alcanzar la poblacidn de células blanco previa la divisidén proxima al
conteo.Como resultado 2 o mAs muestras son requeridas normalmente

{Mac Gregor 1990).

La basal genética espontdnea es baja y casi uniforme entre las
egpecies (Hepple 1983) en la figura 1 se muestra el mecanismo de

formacién de los micronucieos.
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El deterioro del huso acromadtico.el cual lleva a la exclusién
del nucleo de las células hijas en el retraso de los cromosomas en la

anafase es rapidamente detectado en la prueba (Mac Gregor 1990).

Esta prueba se puede realizar en una gran variedad de células
tanto ln viva ( en médula dsea.sangre periférica y células fetales de
higado ): como in. _vitro utilizando células tanto de animales como
humanas ,por ejemplo se ha reportado esta prueba en hepatocitos de
rata (Ashby 1989).en células de hamster chino V79 (Bonatti 1985) e

incluso linfocitos humanes y queratinocitos.
3.a Eritropoyesis .

El eritrocito es un vehiculo para el transporte de la
hemoglobina, la cual ge produce en las células precursoras de los
eritrocitos, los normoblastos.La funcién de la hemoglobina consiste
en transportar oxigeno y didxido de carbono dentro del organismo.Se
considera que ciertas influencias microambientales inducen a la
célula madre hematopoyética pluripotencial a convertirse en la
porgenitora eritroide diferenciada. Con técnicas 4in__vitro se ha
establecido que wexisten dos tipos de células productoras de
eritrocitos. las unidades formadoras en estallido eritroides (UFE-
E). que son la forma mé&s precoz y responden al estimulo de 1la
interleucina 3 y la eritropoyetina, y lags unidades formadoras de
colonias eritroides (UFC-E), que se originan de las anteriores vy
regsponden a concentraciones bajag de eritropoyecina.‘ estas células

forman los pronormoblastos (Henry 1993).
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El pronormoblasto es el primer precursor eritroide reconocible
al microscopio. presenta un nucleo prominente que se tifie
intensamente con colorantes baséfilos y tiene un tamafo aproximado de
20 micras. cuando éste se divide porduce dos normoblastos basdéfilos
que son de menor tamanfo. Estas células presentan una tincién nuclear
que da la apariencia de una rueda con radiog. la cantidad de
citoplasma corresponde al 25% del total de la célula y og muy

bagéfilo por la cantidad de RNA (Henry 1993).

Después de la mitosis del normoblasto basdéfilo se presenta una
policromasia en la célula debida a la produccion de hemoglobina. por
lo que las células resultantes son conocidas como normoblastos
policrométicos: su tamafio es menor al de su precursor . el nucleo
ocupa la mitad del volumen celular y su cromatina estd moderadamente
condensada y se colorea con intensidad. Esta célula sufre dos
mitogls que dan como resultado la produccién de nhormoblastos
ortocromdticos. los cuales presentan un nicleo pequefio y denso
{piecnédtico). citoplasma abundante con una gran concentracién de
hemoblogina Yy pocos polirribosomas. En este estadio ya no hay
divisién mitética y el nucleo es expulsado por movimientos ondulantes
con numerosas contracciones dindmicas, la «c¢élula se divide
inequitativamente. resultando una porcién pequefia. la cual contiene
al nucleo y un poco de citoplasma con hemoglobina (fagocitada
rapidamente por células del reticulo).y una porcién mayor que se

convierte en reticulocito (Williams 1977).

Durante el proceso de maduracién se producen 3 o 4 divisgiones
motéticas en un periodo de 3 dias. lo cual origina la produccién de
16 reticulocitos por cada normoblasto.Los reticulocitos son
anucleados y mayores que los hematies maduros, y antes de ser

liberados permanecen por uno o dos dias en el estroma de la médula y
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se mantienen aproximadamente un dia en circulacion ( Henry 1993): en
ellos se sintetiza aun hemoglobina por lo que presentan una
coloracién policromatdfila. ya que cantienen ribosomas residuales.

mitocondrias y otros organelos que son eliminados hasta la maduracidn

eritrocitica

Los eritrocitos en el humano permanecen 120 dlas en circiulacidn,
durante este tiempo envejecen gradualmente diminuyendo sus
actividades enzimdticas y finalmente son destruidos por las células
fagociticas del sistema reticulo endotelial (Williams 1977).La figura

2 presenta esquematiza el proceso eritropoyético.
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3.b.Eritrocitos policromaticos.

El hecho de que en un estudio agudo se monitoree la presencia de
micronucleos en eritrocitos policromAticos (EPC) se debe a que éstas
son células jdvenes (reticulocitos) recientemente liberadas a la
circulacidn.estos presentan una coloracién mezclada de basofilia y
eosinofilia.por lo que presentan un tinte azulado violdceo,son
generalmente un poco mayores que los eritrocitos normocrdmicos
(ENC) y proceden de normoblastos que pierden su nucleo antes de que
la hemoglobinizacidn del protoplasma sea completa.generalmente un
aumento en sSu numero con respecto a los valores normales indica una
aritropoyesis aumentada.La coloracién azulada que presentan los EPC
o5 por la presencia de 4cido ribonucleico.en el momento de su
diapedesis hacia la circulacién., falta aproximadamente 20% del
contenido final de hemoglobina por lo que aiun conservan parte del
aparato ribosdémico para terminar la sintesis y constituir de esta
manera una célula madura V(Henry 1993).Debido a que son células
producidas y liberadas dﬁrante el tiempo de estudio.constituyen la
manera mds eficaz de evaluar en ellas la afeccidén de la actividad
medular,asi como la capacidad clastdgena de los compuestos en corto

tiempo (Mac Gregor 1990).

El numero de EPC en circulacién es en general muy bajo.en
humanos representan apenas el 1 o 2 % del total de los
eritrocitos.sin embargo cuando esta tasa aumenta considerablemente se
pueden tener alteraciones como ocurre en log casos de anemia
grave,eritropoyesis aumentada por pérdida celular como ocurre en

hemorragias o en casos de reticulocitosis (William 1977).En la prueba
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de micronucleos el aumento puede deberse al efecto citotdxico de la
sustancia, que obliga al organismo a acelerar el proceso.

eritropoyetico (Susuki 1993).

La eritropoyetina es ol regulador para la formacidén de
eritrocitos en los mamiferos.al aumento en la circulacién de esta
hormona puede ser ocasionado por estados andxicos por falta de
oxigeno atmosférico.disminucién del volumen sanguineo . la
concentracidén deficiente de hemoglobina o que ella se encuentre
alterada.La ingesta de cobalto.produce un estado andxico en el
rifién.resultando en la produccién de eritropoyetina y por lo tanto
acelerando la eritropoyesis en médula dsea por 1o que se registra un

incremento en la tasa deo EPC (Suzuki 1993).

3.c.Inclusiones eritrocitarias.

En algunos casos los eritrocitos presentan cuserpos de inclusién,
que son visibles cuando sgse tiflen con Wright o Giemsa,estos cuerpos

aparecen en algunos casos clinicos.

[

a)Nucleo.

En casos de enfermedad.aparecen hematfes nucleados en la sangre
periférica.sobre todo cuando la médﬁla égea se encuentra muy
estimulada,estos son gensralmente eritroblastos ortocrémicos con
citoplasma hemoglobinizado y pequefio:el nucleo es picnético pero

puede ser muy grueso on los megaloblastos inmaduros (Henry 1993).
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b)Anillos de Cabot.

Se observan como fibras dentro de los eritrocitos y presentan
una coloracién purpura .estdn formados por restos de huso de
microtubulos alterados. aparecen en el reticulocito,pueden pregentar

formas de anillos o de ochos (Henry 1993).

¢)Punteado baséfilo.

Se observan como puntos basédfilos gruesos o finos y varia su
forma tamafto y distribucién.cuando son ocasionados por  hierre
presentan una coloracidn azul al Wright y al awul de Prusia; su
origen se debe a la precipitacion patologica de ribosomas (Williams

1977)
d)Pardsitos.

Los pardsitos como el de la malarim seo asocian con puntos de
Schuffnet.estas inclusioneg presentan una coloracidn roja dentro de
los hematies pero separadas del pardsito (Williams 1977).
9)Los cuerpos de Heinz

Son cuerpos refringentes observables sin tefiir o bien con

violeta de metilo:se forman & partir de hemoglobina H desnaturalizada

por oxidacidn de ella (Henry 1993).
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fiCuerpos de Howel-Jolly

Son paquedas inclusiones corpusculares de alrededor de una micra
de didmetrvo.no son refringentes y son e forma circular bien
definida. presentan una coloracidn basdfila (violata a purpura);estan
compuestos de material nuclear este es al nombre que se les da a los

micronucleos en hematologfia (Williams 1977) .
3.d.Prusba de microniicleos en ratdn,

Ds acuerdo con Mac Gregor (1990).e) tiesmpo de vida de un
eritrocito en ratén es de 30 dfas .y considera que ol ciclo celular es
de 10 a 20 hores.el lapso que transcurre de la divisidn a la
enucleacidon es de 6 horas .y el tiempo do los EPC on médula ésea a3

de 24 horas.

Se propone que el tratamiento debe ser continuo y repetido por
un tiempo suficiente para alcanzar una condicién estable o
pseudoestable en la cual las células micronucleadas alcanzan su
frecuencia mds alta en el compartimento de interés para el estudlo.ya
sea médula osea o bien sangre periférica.esta tasa psrmanecs
constante cuando la entrada de células que presentan el dailo ses
balanceada con la pérdida de las mismas.En términos cinédticos la
antrada de las células a un compartimento es determinada por la tasa
de eliminacion constante.que en el caso de eritrocitos micronucleados

esta determinada por el tiempo de vida de las células (Mac Gregor

19901,

Por lo anterior se deduce que el periodo de doslficasion debe
excedoer ol tiempo de vida de EPCs en médula Oses més el tiempo

roequerido para una divislén celular y la expulslén del nucleo,
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Cuando se trata do un estudios subcrdnicos (90 dias) o croénicos
(2 afos).las células a analizar son los eritrocitos normocrémicos. al
parecer os posible alcanzar una tasa estable cuando so ha tenido 45
dias de exposicidén.puas la frecuencia de eritrocitos policrcmaticos
micronuecleados (ENCMN) tanto en sangre como en médula es igual a la

frecuencia en ENC circulantes (Mac gregor 19%0)

En ensayos agudos.en donde &) clastégeno actua rdpidamente y no
presenta un efecto acumulativo. ol rédgimen de  exposiclon
generalmente recomendado para una prueba deo rutinas es de una sola
administracion o bien dos con 24 horas de diferencia entre ellas.
pues con ello nos asegureamog que el compuesto a probar actdia en las
colulas dentro de su periodo de maduracion.S5i el tejido a analizar es
médula ésea.la informacién se mentendrA en ella por aproximadamente 2
dias.pero si se trata de reallzar ol estudio en sangre periférica se
necesitaran 24 horas mds para tener una tasa estable. pues es este el
tiempo requerido para remover los EPCs de médula hacia sangre.En caso
de que el compuesto a analizar tenga un efecto acumulative o su
accién sea lenta se requiere de un tiempo de dosificacidédn mas largo
(Mac Gregor 1990)

Una vez que se ha alcanzado unp estado estable.hay un periodo de
tiempo en el cual se obtiene el maximo de células micronucleadas
cuando se trata de un esgtudio agudo.por ejemplo .,en estudios
realizados por Mac Gregor en 1990 utilizando mitomicina C vy
trietilenmelamina,se observa en ambos casos que el pico de EPCMN en
médula 6sea se tiene en las 24 hores posteriores a una administracion
simple.pero que esta frecuencia disminuye a las 48 horas en este
tejido, mientras que en este tiempo so tiene la frecuencia maxima en
sangre periférica.lo anterior en lo que se refiere a médula odsea
coincide con log resultados presentados por Shelby (1991) el cual
utilizé para su estudio M}EOmicine C como control positivo.teniendo

su maximo a las 24 horas de administracion.
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En el estudio de Mac Gregor (1990) también se reporta una
disminucién en la frecuencua de EPCMN a las 72 horas despuds de la
administracion sn ambos tejidos. sin embargo en la parte del estudio
subagude en donde se hicieron administraciones repetidas y se
evaluaron MN en sangre periférica utilizando trietilenmelamina,
mitomicina C. dimetilbenzantraceno y colchicina,se observa que a
partir del tercer dia se alcanza un madximo en EPCMN.y que esta tasa
permanece més o menos constante en log dias subsecuentes.esto nos
indica que los ensayos de micromicleos en corto tilempo pueden
incrementar su eficiencia cuando se administra el compuesto de
interés diariamente por 3 dias.tomando la muestra de sangre a las 24
horas de la ultima administracién.es decir a las 96 horas de iniciado
el ensayo.pues en este tiempo se ha alcanzado el estado estable tanto

on medula dsea como en sangre.

Cabe senalar que la tasa de MN basal es variable dependiendo de
la ceopa utilizada.un estudio realizado por Salamone y Mavournin (
1994) demostré que la frecuencia espontansa de MN analizando
distintas cepas presentan variabilidad,aunque de manera general estos
mantiensn un rango en la mayoria de los casos que va de 1 a 3 MN en
1000 EPC, teniéndose en la generalidad de los casos que el valor es

cercano a 1.95 MNEPC ~ 1000 EPC.

Cabe seflalar que en este tipo de estudios el estado en el que se
encuentren los ratones es muy importante.ya que el numero de EPC
varia de acuerdo a la edad de los ratones.encontrdndose que en los
ratones jovenes el numero de ellos en circulacién es alto comparado
con la tasa de EPC en ratones adultos.Ademds de la edad, el estado de
salud do los animales ,y el que estos sean mantenidos en condiciones
6ptimas de alimento. agua. temperatura e iluminacién., son factores
que deben de considerarse para evitar que ollos interfieran con los

resul tados (Solomon 1994)



4. AGENTES ALQUILANTES,

Los agentes alquilantes son pociblemente las sustancias
mutagénicas mas potentes.ya que presentan mads de un mecanismo de
interaccién con el  ADN.Existen muchos agentes dentro de esta
categoria.tales como el etil- y metilmetanosulfonato .las mostazas
nitrogenadas y sulfuradas.las nitrosaminas.etc.:todos ellos tienen la
caracteristica en comin de formar electréfilos muy potentes como el
ion carbonio u otros intermediarios que forman enlaces covalentes con
sitios blancos como son los grupos fosfato. amino. sulfhldrilo,
hidroxilo. carboxilo e {midazol (Goodman 1986). presentes en las

moléculas de un organismo.

Todos esto agentes tienen varios mecanismos de accidén.en lo que
se refiere a su accién con el ADN: el primero es la transferencia de
grupos metil o etil a las bases nitrogenadas.en particular hacia la
posicién del carbono 6 ¢ 7 de la guanina.sin embargo Kaina (1993)

reporta la formacién de otros sitios como el nitrégenc 3 y 1 de la
adenina. el nitrégeno 3 y el oxigeno 6 de guanina y la alquilacidn
del grupo fosfato de los nucledtidos, en uno de ellos la base es
retirada teniendo un proceso de depurinacién ocasionando la formacidn
dea un hueco al cual se denomina brecha (figura 8).En el caso de
tenerse una brecha. cualquier otra base puede ocupar el lugar dejado
teniéndose la posibilidad de tener una transicién o cambio de una
base purica por otra purica y de una pirimidica por otra de estav
clase.o bien una transversién en la cual wuna base plrica és
sustituida por una pirimidica y viceversa.cabe seflalar que sdlo los

agentes alquilantes son capaces de dar ambos tipos de mutacidn

puntual:lo anterior fue evaluado en bacterias (Gardner 1991).
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Tambi1dn s8e tiene un mecanismo en el que la alquilacidén
ocasionada por estos agentes activa procesos de reparacién.lo cual
ocasiona transversiones.transiciones y desfasamientos ,ademds de dar
una reparacién defectuosa Otro proceso de reparacién consiste en
transferir el grupo alquilreactivo al centro activo de una cisteina,
como ocurre en el caso de tener una Of-alquilguanina que es reparada
por la O6-metilguanina-ADN-metiltransferasa. que es una enzima
presente en las células de mamiferos, la cual reduce la tasa de
mutaciones puntuales.Las alquiltransferasas representan el principal
mecanismo de proteccidén en contra de los agentes alquilantes (Kaina

1993).

Cuando se tiene alquilada la posicién 7N de la guanina.ocasiona
que l1a forma predominante del nucledtido sea el tautdmero endlico y
no el cetdénico que es normalmente el predominante.al tenerse en su
forma endlica.la guanina se une con timina y no con citosina.dando
errores en la codificacién (Qardner 1991) .

\ ‘

La alquilacién de N7 puede labilizar el anillo imidazdélico de la
base nitrogenada.dando la posibilidad de que esta quede wunida al
ADN.o bien que este s8e remueva de la cadena ocasionando un
hueco.Cuando la base es retirada teniendo un proceso de depurinacién
se da la formacion de un hueco al cual se denomina brecha:en este
caso cualquier otra base puede ocupar el lugar dejado teniéndose la
posibilidad de tener una transicidén ( cambio de una base purica por
otra purica y de una pirimidica por otra de esta clase).o bien una
transversién en la cual una base purica es sugtituida por wuna
pirimidica Y viceversa.cabe seflalar que sdlo los agentes alquilantes
son capaces de dar ambos tipos de mutacién puntual:.lo anterior fue

evaluado en bacterias (Gardner 1991).
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Los alquilantes sobre todo aquellos con dos grupos
alquilreactivos ,pueden entracruzan las cadenas de ADN al enlazar dos
guaninas.con ello se impide la separacién de las cadenas
complementarias.haciendo imposible la replicacién (Goodman 1986).Los
alquilantes.también presentan radiomimetismo.es decir provocan
rupturas cromosémicas al igual que las radiaciones ionizantes.ya que
al parecer.la formacidon de O6-metilguanina (Q6MeG) parece ser el el
primer paso pars tener una aberracién cromosémica.como lo considera

Kaina (1993).

De acuerdo con Galloway ({1994) se tiene la hipdtesis de que en
la primera fase S de la replicacidén.podria continuar sl paso de 0O6MeG
al dejarla en la tira madre e insertando una base errénsea (timina) en
la recién sintetizada.en una siguiente fase S$.la base incorrecta de
la tira hija pude ser removida teniendose la formacién de una brecha
en la cadena sencilla.Posiblemente estas brechas pueden convertirse
8en rupturas de la doble cadena y por ultimo en aberraciones

cromosémicas estructurales.

Los alquilantes son considerados carcinogénicos. mutdgenos.
teratdgenos e inmunosupresores.sin embargo este tipo de agentes al
interaccionar con el material genético .frenan la replicacién y por
ende la divisién celular.ademas de que las mutaciones ocasionadas a
las células pueden ser letales.siendo esta la base para utilizarlos
como agentes terapéuticos en procesos neopldsicos,aunque por otra
parte en células normales.pueden desencadenar la aparicién de
propiedades alteradas en la superficie.que resulta en una divisién
descontrolada y la pérdida de diferenciacidén.A continuacién se
presenta el mecanismo de alquilacién del ADN en la figura 3 (Goodman

1966) .
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1. TAUTOMERO ENOL DE GUANIMA FAVORECIDQ.

2. ENTRECRUZAMIENTO CON UNA SEGUNDA GUANINA.
3. APAREAMIENTO ANORMAL G-T.

.DEPURINACION ¥ EXCISION DE LA CADENA.

-

5.RUPTURA DEL ANILLO HETERICICLICO.



38

Al parecer. se tiene una correlacién entre la organizacidén
espacial de la cromatina y el acceso de los carcindégenos a ella: pues
en el empaquetamiento del ADN en cromatina el ADMN internucleosomal
parece ser preferido como sitio de ataque de varios carcinégenos en
oposicién a lo  encontrado en el ADN del nucleosoma.Al parecer las
histonas del core y la higstona Hl (por sus residuos de arginina y
lisina) interactuan con log grupos fosfatos del ADN protegiendo los

si1tios nucleotilicos (Nehls 1985)

El mismo autor sugiere que 1as' ragiones de cromatina que
transcraiben.presentan una mayor frecuencia de aductos carcindgenos
que la cromatina inactiva. Ademas el ADN vecino a estos puntos de
ataque de la matriz nuclear ( que probablemente replican acompasgados)
y las partes activas transcripcionales del genoma parecen ser mas

accesibles a los carcinodgenos.

El ADN organizado en donde existen muchas repeticiones muestran
ser menos accesibles a los carcindgenos activos.Por otro lado la
replicaciéon influye en la unidén de los aductos al ADN pues se han
encontrado niveles elevados de ellos en el ADN sintetizado (Salamanca

1992).

Sin embargo.la capacidad alquilante de los compuestos.también
depende de la estructura del agente, Shelby (1991) sugiere que este
tipo de agentes tienen reacciones del tipo de Michael como ocurre con
los sulfonatos . sin embargo algunos presentan la posibilidad de
realizar una substitucién nucleofflica (SN).tal e3 el caso de lag
nitrogsaminas por ejemplo la Etilnitrosourea, es un modelo de
alquilante que sigue el modelo de SN1l.en estas reacciones se tiene
racemizaciéon.no importa el efecto estérico y se tiene un

intermediario de reaccién.
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Ex1ste una cantidad impresionante de agentes que actuan como
alquilantes. algunos seo presentan de forma directa.mientras que otros
se forman dentro del mismo organismo . como s el caso de las

nitrosaminas de las cuales se hablarad en el capftulo siguiente.
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5.NITRITO DE SODIO Y NITROCOMPURSTOS.

El nitrito de sodio tiene un peso molecular de 69 g /mol cuya
férmula es NaNO2, son cristales blancos o amarillentos son
higroscépicos y muy solubles en agua y otros solventes polares.Puede
ocurrir envenenamiento Eor ingestién, pero ademds puede ser usado
como antidoto en casos de envensnamiento por cianuro., su efecto
sistémico en el humano incluye alteraciones motoras,decremento de la
presidn arterial. dilatacidédn arterial y venosa, nausea. vémito, meta-

y carboxihemoglobinemia (Sax 1989)

Son muchas las fuentes de nitrito que se pueden encontrar pues
los nitritos son componentes comunes de diversos alimentos y bebidas.
usandose en cantidades consliderables como aditivo (2000 mg-kg).Ss ha
comprobado que contribuyen a la formacién de N-nitrosocompuestos.
AdemAs el nitrito presenta por si solo mecanismos de mutacidn tales
como sustitucion de bases o desfasamientos del DMNA en bacterias como

Salmonella typhimurium (Balimandawa 1994).

Como mencione anteriormente el ién NO2 no es un alquilante
directo.sin embargo al combinarse con aminas y amidas en medio
Acido.dan como resultado la formacién .de agentes alquilantes.Los
nitritos se pueden encontrar en . alta proporcién en algunos
vegetales, especialmente legumbres,.ello se debe al uso °~  de

fertilizantes ricos en nitratos y nitritos.

Por otra parte, los nitratos constituyen una fuente adicional de
nitritos. ya que son transformados por la nitratoreductasa presente

en bacterias de la flora intestinal y en plantas (Fritsch 1985).
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Dentro de la industria el NatQ2 ez utilizado en embutidos.pues
al reaccionar con la mioglobina presente tn ol tejido animal.da as{ a
la carne un color rojizo .mejorando las propiedades
organolépticas. ademas es un agente muy efectivo contra la

proliferacidén de esporas de Clostridium botulinum.

En la figura 4 ge presenta el contanido aproximado de nitratos

y nitritos en diversos alimentos.
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Durante el cocimiento fritura de proteinas.se liberan

aminodcidos como prolina.arginina.lisina.etc al 1igual que aminas

secundarias como cadaverina y putrecina.ostos compuestos reaccionan
en el medic Acido del estdmago con el Acido nitroso tormado & partir

del jon  nitrito.formando ast lasg nitrosaminas.las cuales son

carcindgenas &n especial para el tracto digestivo y urinario teniendo
el mismo efecto aobre dérganos reproductores. higado y cerebro. El ADN
pueds metilarse o etilarse por la accién de las nitrosaminas recién

formadas (Defuche 1990).Las figura 5 muestra las rutas metabdlicas del
nitrito dentro del organismo.
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Dentro de los 1ntermediarios de reaccidn qua puedan presgentar
algun afecto,se tiene el Acido nitrosc (MNA).de acuerdno con Hartman
{1994).81 NA actua indirectaments como alguilante junto con
compuestos nitrosados que forman los denominados aductos. lo cual da
un espectro en lo que se refiere a las mutaciones & por otra parte
al NA induce entrecruzamientos entre las cadenas de ADN .que puaden

provenir de dos residuos de G eon una de los cadenas.lo que

distorciona el duplex y facilits una desaminacidn oxidativa de la

citocina.

Algunos de los groductos terminales que se pueden formar de oste
tipo de reaccidn son las nitrosaminas.estas son agentes alquilantes
que tienen una via de reaccidn de sutitucion nucleofilica del tipo
1.al parecer presentan un mayor rendimiento en la alquilacién de la
posicién 6 de la guanina,lo cual influye en la alta capacidad de

Aestos compuestos para ocacionar mutaciones y carcinogénesiz,también
presentan efecto mas pronunciado % prolongado que log
metiletanosulfonatos (Mc Caffrey 1994).Algunas nitrosaminas son
utilizadas como antineopldslcos .pues dstas no necesitan activacidn
ni degradacién enzimatica.El ion carbonio gue se forma a partir de
ellas es altamente electrofilico ,por lo que pueden alquilar una gran
variedad de sustancias y por supueato de ocasionar entrecruzamientos
en ol ADN.Las nitrosaminas generalmente 89 utilizan como
antitumorales y presentan efectos citotdxicos . tales como depresidn

de médula dsea reflejada en leucopenia y trombocitopéntia {(Goodman
1986) .

Las nitrosaminas formadas enddgenamente.generalmente no son
detectahles en sangra .pues se excretan muy rapidamente por orina o
bien porque se forman pequefias cantidades . ademds de su capacidad de

reaccionar muy Vvelozmente con el material celular Al parecer la
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cantidad de nitrosaminas formadas es proporcional al consumo de
nitrato (Helmut 1984) . El mismo autor indica qusa las nitrosaminas
tienen al menos 20 sgitios de alquilacion Algunas nitrosaminas
requieren de activacién enzimétice. y se convierten en electréfilos
al sufrir una oxidacién.ejomplos de ellas son la dimetil. dietil vy

dibutilnitrosaminas.metilfenilnitrosamina y la streptozoina

Dentro de los compuestos nitrosados se tiene a las
nitrosoureas,algunas son carcinédégenas y pueden activarse en solucidn
acuosa espontaneamente.algunas de ellas generalmente se utilizan
como antitumorales .dentro de las mas conocidas se tienen la
carmamustina, lomustina y semustina. y las que generalmente se uSan
dentro de protocolos de investigacién son la metil y etilnitrosourea
MeNU y EtNU .Las nitrosaminas presentan efectos citotéxlicos ., tales
como depresién de la médula dsea reflejada en leucopenia vy
trombocitopenia (Goodman 1986): las ftiguras 6 y 7 presentan las
formulas generales de las nitrosaminas Y nitrosouresas
respectivamente . Estas presentan el mecanismo de SN1.no se conoce
que formen radicales libres.La EtNU la cual ha sgido la mas
estudiada,se descompone esponténeamente (en un tiempo medio de 8
minutos) generando un ion reactivo etildiazonio.que es el reponsable
do la etilacién del ADN en una docena de sitios diferentes (HMehls

1985),

La MeNU se ha reportado como un potente carcinégeno.Ehling
{1991) .reporté que este agente puede causar mutaciones dominantes
letales en’ ratén, y al parecer en reportes consutados por 8l
presenta un mecanigmo alquilante tanto in viva como in _witrao.En los
resultados de su experimento,concluyd que el compuesto induce
mutaciones especificas de locus en espermatogonias y en general en

todas las células germinales con excepcion del espermatozoide.
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La MeNU es un derivado de la reaccidn en modiv acido del nitrito
y la metilurea:;esta en algunos protocolos como en ol presentado por
Bonatti en 1985 vy Ehling en 1991. administran a los sujetos
experimentales el compuesto terminal.Sin embargo Guzman on 1994.
reporta haber obtenidg reacciones de nitrosacién 1o yivo.utilizando
como modelo Dragophila melanggaster: pensando en lo anterlor . nogsotros
intentamos llevar a cabo una nitrosacién 1p viyo.al adminigtrar al
ratén via oral nitrito y metilurea en solucién acuosa La metilurea
tiene una fdérmula condensada de C2 Hé M2 O.un peso molecular de 74 1
gsmol,.se presenta como cristales con un punto de fumidn de 101
gradog.muy soluble en agua.se ha reportado que es moderadamente
téxica por ingestidn.reaccliona con agentes oxidantes.y al
descomponerse al calor libera vapores tdéxicos de oxidos nitrosos (Sax

1989).
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FIGURA 6.FORMULA GENERAL DE LAS NITROSAMINAS.

"
R-H-C-WH,

FIGURA 7.FORMULA GENERAL DE LAS NITROSQUREAS



6.CLOROFILINA Y AGENTES ANTIOXIDANTES

Debido a que el ssr humano osta constantemente expuesto a
diversos agentes mutdgenos y carcindgenos.es necesario prevenir de
alguna manera el efecto de ©llos.Una opcidén viable para sllo es el
consumo de agentes antioxidantes tales como vitamina C y E.las cuales
han demostrado tenar la capacidad de inftluir en la rtrespuesta del
organismo cuando se expone a un mutdgeno, cuando estos compuestos se

consumen en la dieta (Chorvaticova 1991

Los antioxidantes son efectivos depuradorns o exterminadores de
radicales libres, actian sinérgicamente an la actividad
biotrangformadora de las enzimss hepAticasy en la prevencisn de la
tormacidn de nitrosaminas en el tracto digestivo (Chorvatovicova
1991) .por otra parte Aidoo (1994) dice que los estudios
epidemiolégicos indicen que las dietas ricas en antioxidantes pueden
reducir el riesgo de clertos tipos de cancer en el humano.Estos
agentes son metabolizados y excretados rdpidamente.por lo que no

representan peligro para el consumidor (Nobuyudiu 1991y

Este tipo de agentes . genseralmente actuan como desmutdgenos o
interceptores moleculares,es decir . previenen la formacién de
mutdgenos o los atrapan via tejido y organizacién celular.la
capacidad de ellos para interceptar mutdgenos depende de 1la
fisicoquimica de las especies interactuantes.y del contenido de ellas

on la dieta (Aidoo 1994).

Uno de los antioxidantes que han demostrado tensr un amplio
egpectro de accidn en esta rubro es la clorofilina (CFM), un derivado

soluble en aqua de la clorofila,la cual es sometida a hidrélisis
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alcalina sustituyendo el grupo fitol y el meutilo Jde la férmula
original por sodio o potasio dando una sal soluble FPor otra parte al
tratarse la clorofila con 4cidos es posible ramover ol magnesio del
centro de la estructura,sustituyéndolo por otros metales tales como
el hierro o ®l cobre.La clorofilina es usada como colorante de
jabones.aceites.grasas. ceras y como presarvador an licores. cosméticos
y perfumes.en vulcanizacién y agentes desodurantes en vetarinaria se
utilivza para la reduccién de olores y como promotor e ol sanamiento
de lesiones cutdneas.La clorofilina ea un polve de wolar verde
obscuro cuya férmula es Cy, Hy N, Na, Cul, con pesn molecular de

722.14 gs/mol.
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La clorofila (CFL) ha mostrado gar rasponsable mayormente de la
actividad antimutagénica de clreartos extractos vagetales (Wagner
1991). y al parecer ol alto contenido de ©lla en plantas verdes es lo
que se estima potencialmente para que aAstas presenten actividad

antimutdgena y anticarcindgena (Gentile 1991)

Sin embargo el mismo autor ha ancontrade raportado que los
oxtractos de plantas fotosintéticas ricas en CLF. también tienan una
alta efectividad en la activacion de promutagenos.dependiendo del

contenido sn ellas de enzimas tales como las peroxidasas

Al parecer no existe una diferencia en al mecanismo de accién de
la CLF y CFN., y s8e sugiers que ambas actuan «omo interceptores
moleculares.De acuerdo con lo encontrado por Dashwood (1992) cuando
se administra CFN via oral.ésta reduce la absorcién de
aminometaimidazolquinoleina (IQ) en intestino.y w®s por ello que la
unién de IQ a ADN disminuye. al afectar la distribucion y metabolismo
de IQ.El autor propone que la CFN opera com> un desnutdgeno o
interceptor molecular al formar complejos estequiométricos 2:1 con

IQ. facilitando su excresidén via heces.

Por otra parte dentro del mismo estudio .se propone que cuando
la IQ actia en tejido,la baja frecuencia de la unidn del mutdgeno al
ADN, ge debe s una inhibliclén enzimAtica an ol citocraomo
p4501IA2.acompaftado de un aumento en el compuesty no metabolizado
{80%).que es fdcilmente eliminado en orina;y por otia parte sugiere
la interaccidn de la CFM can moléculas planas tncluyando
procarcindgenos y sus metabolitos activos.con los cuales forma

complejos disociables no covalentes.
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El mismo Dahswood (1993) basado en otrog astudiog y en el
propio.propone 3 mecanismos por los cualea la CFM interactiia

reversiblemente.

1.Disminuye la absorcidén o distribucioén de los carcindgenos

2 .Disminuye 1la concentracidn efectiva del substrato en células

blanco.

3.Bloquea la interaccidén del ADN con compuestos electrifilicos.

Se cree que las clorofilas forman complejos con moléculas
planas, y que la adicién de grupos metilo sobre o bajo el plano de
heterociclo de una amina.puede interferir el translape CFL-Mutdgeno.
la solubilidad del substrato y la interacién con CFL 3o puede alterar

con funciones nitro.disminuyendo la interaccidén entre ambos

' compuestos (Dahswood 1993).

Por otra parte Dsahwood (1993) en el mismo trabajo,sugiere que
el remplazo por cobre en la mdélecula de CFM.dentro del nucleo
protoporfirinico es menos critica para la inhibicidn gque la presencia
del anillo pirrdélico.Al parecer a nivel de tejido in _viirg.la funcidn
de la CFN e3g formar complejos con el citocromo P450 disminuyendo la
actividad enzimAtica de él:sin embargo in viva no se tiene claro sl
mocanismo mediante el cual la CFN diasminuye la activacién de

carcindgenos a este nivel.

Por otra parte la CFLN exhibe una actividad antitransformante en
células tratadas con mezclas complejas de contaminantes adreos de
acuerdo con Chen {1994) .El propone que ello se deabe a la
intercepcién de radicales libres en egpecial de oxigen» y a la

interaccidncon los grupos activos de compuestos mutagénicos
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Los mecanigmos mencionados son congruentwa con log resul tados
obtenidos en otros estudiog. por ejemplo Gentile (1991) apoya la
hipétesis de que la CFN interactua directamentes con el grupo activo
de agentes tales como la 4-pitroso-orto-fenilendiamina mientras que
Pérez (1994).piensa que la actividad del compussto se debe a la
formacién de complejos entre la CFN y el mutageno,inactivandolo o
bien i1nterfiriendo su absorcién como encontrd qus ocurrs con la

adriamicina.

Con todo lo anterior.nosotros esperamos probar si1 la clorofilina
puede interferir con el efecto clastdgeno de las nttrosaminas
producto de la administracién de nitrito de sodic.a nlvel de tejido
por lo que se eligid la via intraperitoneal para la primera.con sl

fin ds no intervenir en las reacciones de nitrosacion
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MATERIAL

NATERIAL DE CRISTALERIA:

8 vasos de precipitados.
3 vidrios de reloj.

4 vasos coppling.
portaobjetos.

cubreobjetos.

NATERIAL DIVERSO:

balanza granataria.

balanza analftica.

_ espdtula.

pinzas

jeringas de insulina.

sonda epigdstrica metdlica.
tijeras quirdrgicas

jaulas.

microscopioc de contraste de fases.

NATERIAL RIOLOGICO:

60 ratones machos cepa NHI.

55



REACTIVOS:

agua purificada.
metilurea.

nitrito de sodio.
clorofilina.
metanol.

Glemsa.

buffer de fosfato.
resina.

xilol.

aceite de inmersidén.
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METODO EXPERIMENTAL

1.Se realizaron los calculos para la preparacian de soluciones de
acuerdo a la posologfa determinada previamente para el trabajo
experimental, teniéndose que para metilurea la dosis a aplicar
correspondid a 8 mgrkg de peso.para nitrite de sodio dosis de 10
mg-kg .15 mgrkg y 20 mg-kg.mientras que para la clorctilina se
congiderd una dogis de 4 mgrkg de pesc.por lo qua se prepararon
soluciones con concentraciones de 0.88 mgs/ml de metilurea .1.1 mg-ml.
1.65 mgrsml 2 mgsml de nitrito de sodio y 04 mg/ml de

clorofilina.todos ellos disueltos en agua.

2.S5e seleccionaron 60 ratones cepa NIH formando 10 lotes de 6 ratones
cada uno.pesadndose y marcdndose previamentse.digtribuyandolos de

manera que el peso de los lotes fuera uniforme

3.Una vez ordenados se le tomaron a todos los lotes muestras . mediante
la técnica de frotis de sangre periférica obtenida por un corte en la
porcién terminal de la cola del ratén.depositando una gota de sangre
en un portacbjetos previamente desengrasado y limpio.realizando la
extensidn de la gota con la ayuda de utro portaohjmtos colocado en un
dngulo de 45 yrados del primero.Las preparacionss se dejaron secar al
aire y se les etiquetd con el numero de lote vy ratédn:.dichas
preparaciones se designaron tiempo TO o lotes antes de la

administracién.

4.Una vez realizadas las preparacionea (T0).se procedid a la
adminigtracién de nuestras sustancias por via oral.con excepcion de

la clorofilina la cual se adminnistré por via intraperitoneal 30
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minutos despuds de la administracién oral.todos en un volumen de 0.3
ml de cada agente siguiendo el orden presentado a continuacién:

LOTE REACTIVO

1 AGUA (testigo negativo)

2 METILUREA 8 mg-kg

3 METILUREA 8 mgr/kg + NITRITO DE SODIO 10 mg- kg

4 NITRITO DE SODIO 10 mg-kg

5 NITRITO DE SODIO 10 mgrkg + CLOPROFILINA 4 mg.-kg
6 NITRITO DE SODIQ 15 mgr/kg

7 NITRITO DE SODIO 1% mgrkg + CLOROFILIMA 4 mg kg
8 NITRITO DE SODIO 20 mgrkg

9

NITRITO DE SODIO 20 mgrkg + CLOROFILINA 4 mg - kg
10 CLOROQFILINA 4 mg-/kg

5.La induccidén oral se realizdéd mediante wuna sonda epigdstrica
motdlica adaptada a una jeringa pléstica pars insulina.La técnica
consigte en sujetar al ratén tomdndolo de la piel a la altura del
cuello para posteriormente asegurarlo tomando la cola y curvéndolo un
poco para inmovilizarlo;se caloca en posgicidn vertical al ratén y se
introduce la sonda en la cavidad oral hasta llegar al
esdfago.vertiendo el contenido de la jeringa.ésto con el fin de

evitar pérdidas durante la administracién.

6.La administracidén se efectud nuevamente a las 24.48 y 72 horas

después de la primera administracion.

?7.A las 96 horas después de la adminigtracidén inicial.ge procedié a
tomar los pesos de los animales y muestras sanguineas a los 6 lotes
de animales de la manera indicada en ol apartado 3.estas muestras se
denominan tiempo uno (Ti) o lotes administrados. Posteriormente se

procedid¢ a sacrificar a los animales.
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8.Log frotis sanguineos obtenidos en los tiempos T0 y Tl se fijaron
en metanol absoluto sumergiendo cada una de las laminillas por 3

minutos e un vaso coppling.

9.Una vez fijadas las laminillas se realizaron pruebas de tincidn
empleando colorante de Giemsa en buffer de 6.8 a 7 0.Para ello cada
vlaminllla de prueba se obsaervd en el microscopto.oeleccionando las
mejores condiciones de tiempo para observar en las laminillas el

corracto contraste y coloracidén celular.

10.Una vez obtenidas las condiciones dOptimas de tincidn.que en este
caso fue un tiempo de 15 minutcs,gse procedid a teiiir por inmersién en

un vaso de coppling.

11 .Una vez teflidas las preparaciones.se procedld a la lectura al
microscopio de cada una de ellas tomando 5 animales por cada
lote,considerando como pardmetros a evaluar la diferencia de color
entre dos tipos de células:log eritrocitos normocrémicos se observan
al microscopio a 100x como células de color rosa.mientras que los
eritrocitos policromaticos presentan una coloracién azulada.Se
procede a contar 1000 células cuantificando de acuerdo a la
diferencia de coloraciones cuantas eran normocrémicas y cuantas

policromaticas.

12. También se cuantifican en 1000 eritrocitos policromdticos cuantos
presentan micronucleos.los cuales se obgervan como corpusculos

redondog, pequeilos y bien definidos con una coloracién purpura

13.Los resultados obtenidos de los pesos se analizaron mediante la
prueba de ANOVA realizando las comparaciones entre el antes y el

después para cada lote.
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14.Los resultados obtenidos experimentalmente en lo que se refiere a
la frecuencia de EPCMN, sge analizaron utilizando el programa
estadistico PLOT 50.mediante las pruebas de Friedman para Medidas
Repetidas con Andlisis de Varianza por Rangos. en los casos en los
que se compararon el estado basal y el estado final .es decir. tiempo

0y tiempo 1.

15.Por otra parte se realizdé la prueba de FKruskal-wallis de un
Sentido con Andlisis de Varianza en Rangos para la comparacién de los
distintos lotes entre s{ a tiempo 1, tanto la prueba de friedman como
la de Kruskall-Wallis son pruebas no paramétricas. ya que siguiendo
la recomendacién de Daniels (1988) . cuando no  8e conoce la
distribucién de las muestras no es pertinente realizar pruebas

estadiscas de tipo paramétrico.

16 .En lo que se refiere a la relacidén EPC-/ENC se evalud la
significancia westadistica por comparacién con las tablas de
Kastembaum-Bowman (1970) basadas en las pruebas propuestas por

Birnbaw y Kimbal.
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DIAGRAMA DE FLUOJO

PESAR, MARCAR Y DISTRIBUIR A LOS ANIMALES

REALIZAR EL CORTE DE COLA Y REALIZAR FROTIS SANGUINEOS

ADMINISTRAR LOS CONPUESTOS VIA ORAL

30 MINUTOS DESPUES ADMINISTRAR LA CLOROFILINA VIA
INTRAPERITONEAL EX LOS LOTES SELECCIONADOS

REPETIR LA ADMINISTRACION A LAS 24, 48, Y 72 HORAS DX INICIADO KL
ENSAYO

TOMAR MUESTRA NUEVAMENTE A LAS 56 HORAS

FIJAR LAS LAMINILLAS EX METANOL POR 3 MINUTOS Y TERIR CON GIEMSA
pHO 6.8 POR 18 MINUTOS

v

CUANTIFICAR POR CADA ANIMAL 1000 ERITROCITOS TOTALES
DETERMINANDO LA RELACION EPC/ENC

CUANTIFICAR 1000 EPC, DETERMINANDO EL NUMERO DX ELLOS QUE
PRESENTAN MICRONUCLEO




RESULT AD.S
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RESULTADOS

En las siguientes tablas y qraficas se presentan los

resultados obtenidus a partir del trabajo experimental

En la tabla 1 se reportan los resultados promedio del
peso de los animales. los cuales fueron evaluados mediants la
prueba de ANOVA p=0.05 realizando comparaciones antre TQO y T!
Para cada lote. gin que 8o obsarvaran rasultados
ostadisticamente significativos.Como se pusede ver los pesos
de los animales no varfan mucho entre gi teniéndose un rango
de entre 26 a 31 g de peso. en donde la media de medias para
TO es de 28.76 mientras que para Tl tiene un valor de 27.57,
lo que indica que el tratamiento wusado no repercute
significativamente en el peso de los animales Lo anterior ge

aprecia claramente el la grédfica 1.

TABLA 1, RESULTADOS DE L O8 PRSOS PROMRDIO POR LOTE ANTES (10)
DEAPURS (Ti) DL TRATAMIENTO NO &R TIRNEN DIFRRENCIAS
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS CON LA PRURBA | -
DE ANOVA P=0.05 T ‘ o
AGENTE (DOSIS — 1PESO | PESO | |

mghg  [DIA 1(T0) omay N o

TTKGREETT TTIEHEE. i ! )

TESTIGO|  0|20.20n0.62 8+ ‘
MEU 820 86+1.11 |
MEZ 10+8 (29884088 T
N+C 10+4 |28, 0
N i 16 |
N+C 1644 |30.00%0, I N
N 20(0064+080 | |~
N+C 20+4 128960147 = 128004163 ‘ | .
[ 4|29.34+.043 | ,

TEST-TESTIGO, MEU-METILUREA, MEZN+M. MEZCLA DF. NITRITO + METILUREA , N- NITRITO DE
80DIO, € o CFLN-CLOROFILINA , T0- TIEMPO 0 0 TASA BASAL, Ti - TEIMPO 1 o TASA TERMINAL.
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En lo referente a la relacidn EPC-ENC. la tabla 2
muestra las resultados tanto a TO como a T! can sus
respectivas desviasiones estandar. En TO. la tasa se gitua
entre 0.026 y 0.038, mientras que en Tl el valor minime es de
0.030 y el mdximo que corresponde a la dousig de nitrito de 1%
mg/kg se situa en 0.047. si bien no se tienen diferencias
estadigticag significativas con la tablas de FKastembau-
Bowman. en los cagoa donde sa adminigtrd nitiito e godio ge
obgerva un {ncremento moderado. lo anterivs s» aprecia mejor
en la grafica 2. la cual contiene los datos graficados a TO y

Tl da cada lote,

TAHLA 2. REAULTADOS DE LA RELACION DE EPC/ENC ANTRS (TO)
Y DEAPURS (T1) DRi. RXPERINENTO,.NO SR rmn vvmncm v
RSTADISTICAMENTE SIGNIVICATIVAS AL MIZ{R IL ANALISIS

CON LAS TABLAS D| DR KASTRMBAW-BOWMAN P=0.01 |

AGENTE |DOSIS  |[EPC/ENC o z
makg  |DIA 1 (T0) i

X(+-)DE. }

TESTIGO 0/0.037+0,007 §

MEU 8/0.006+0.006 ) ; ‘

MEZ 10+8 [0,096+-0.010

N 10{0.030+.0.004

N+C 10+4 |0,038+-0,000

N 16(0.027+-0.002

N+ C 16+4 002490007

N 20/0.020+-0.006

N+C 20+4 |0.033+.0.007

c 4/0.026+-0.006

TEST- TESTIGO, MEU- METILUREA, MEZ N+M- MEZCLA DE NITRITO METILUREAN- NTTRITO DE
30DIO, C o CFLN- CLOROFILINA EPC-ERITROCITOS POLICROMATICOS, ENC-ERITROCITQS

NORMOCROMICOS, TO -TEIMPO 0 0 TASA BASAL, T1- TIEMPO 1 o TASA TERMINAL..



63

L0'0=d NVINMOG-WNVYEN3LSYA 30 vg3Ndd SVYALLYOIZINOIS SYION3H34IA
NOYVASISE0 3S ON'OAVSNA 130 L1 TVNId A 0L OIOINI 1V Sy 1Nn13o
0001 N3 ON3/0d3 3d VIONINO3¥d V1 341N NOIDVY 13 2 ¥OIdVHEO

By/6w
D ¥D+0ZNOZNVO+GLINS INPO+OLNOLN Z3W N3N 1S3l

0
10°0
c00

1143

olLmm €00
$0°0
600

ON3/0d3



66

En la tabla 3 se presentan los rvesultados do todos los
animales con respecto a ta relacion da 6ritrocitos
policromaticos/normocrémicos, como se pueds observar el valor mas
alto es 0.066 registrado para el raton 4 dal lote de nitrito a la
dosis de 15 mgrkg y clorofilina. mientras que eon la mayoria de los
demds casos la tasa se encuentra entre 0.020 y 0 050, por lo que se
puede establecer que &l rango de la relactdn seo encuentra entre
estos 2 valores pars los animales utilizados en ol experimento

tanto a TO como a Tl.

TABLA 4. RELACION EPC/ENC POR RATON EN CADA
ILOTE A TO Y T1.

LOTE RAT 1 RAT 2 RAT 3 RAT 4 RAT 5 l
1 T- T0 0.034 0.050 0,038 07036 0,030
1 Tl 0.029 0.027 0.041 0.034 0.034
2 MEU TO 0.044 0.030 0.031 0.037 0.036
2 T1 0.034¢ 0.031 0.029 0.033 0.023
3 MEZ TO 0.026 0.031 0.034 0.036 0.05%3
3T 0.043 0.040 0.043 0.037 0.042
4N 10 TO 0.028 0.029 0.030 0.026 D.037
4Tl 0.053 0.050 0.035 0.036 D.043
5 N10+C TO 0.047 0.0260 0.037 0.033 0.047
5 T1 0.040 0.042 0.049 0.024 0.037
6 N15 TO 0.029 0.029 0.023 D.02% 0.033
6 T1 0.050 0.054 0.044 0.042 0.046
7 N154C TO 0.014 0.024 0.026 0.035% 0.025
7T 0.017 0.034 0.030 0.066" 0.031
8 N20 TO 0.033 0.019 0.029 0.032 0.033
8 T1L 0.062 0.034 0.053 0.031 0.030
9 N204C TO 0.033 0.025 0.028 0.038 0.044
9 T1 0.042 0.020 0.038 0.029 0.034
10 CLPFN TO 0,033 0.035 0.021 0.021 0.023
10 T1 0.030 0.021 0.040 0.031 D.028

TEST- TESTIGO, MEU- METILUREA, MEZ- MEZCLA DE NITRITO+METILUREA, N-HITRITO DE
J0DIO,C o CLFN-CLOROFILINA, T0- TIEMPQ 0 0 TAJABASAL, T1- TIEMPO | o TASA TERMINAL.
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En lo referente a la frecuencia de EPCMH la tabla 4
resume los resultados promedios tanto antes como después del
tratamiento con sus respectivos errores estandar para cada
lote. como se puede apreciar en los resultados basales ss
tiene valores de 0.4 a 2.4. sin que sge tengan diferencias
significativas al compara entre los lotes. lo que indica una
distribuicén uniforme en la frecuoncia a To Dontro de la
misma tabla 8e presentan los lotes con ditferencias
ostadisticamente significativas tanto para la prueba de
Fridman en la comparacidn entre la tasa basal y la terminal
de cada lote. como para la de Kruskall-wWallis. que se utilizod
para comparar las tasa terminales entre todos los lotes Como
ge puede observar. los lotes administrados con nitrito tienen
un  lncremento marcado de EPCMN, dando significancla con
respacto a la tasa basal de cada uno de acuerdo a la prueba
de Friedman.Por otra parte la prusba de Kruskall-Wallls
ravela diferencias significativas de estos traes lates contra
el resto., sin embargo el valor de lag medias de ellos se
encuentra muy cercana, por lo no se tlene significancla en el

incremento de la frecuecia entre los 3 lotes.
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TABLA 4. RESULTADOS DX LA PRECUKNCIA DB KPCMN KN 1000 EPC
ANTES [0} Y DRSPUES (T1) DEL TRATAMIENTO, ANALIZADOS CON LAS

1
(2]

3

4
o |
6|~ !

7_|AGENTE |pasis r:pcmnnooospc__ EPCMN/I000ERC | |

8 Dia 4 (TH{(X+-E € | !
ot DA 4 b f
Iy 18048 ?
11 IME 0ds-03 | f
[12]M 26+-069 | !
13 481037 ;
AZ(] 3207 | Tj2ee0d7|
16 IN() 04+-024 50+-031 i
[IBNeCON™)| 1644 06+-024 28+-048 | |
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Las grafica 3 pressnta los resultados anteriores en
histograma.como se pusede apreciar. las tasa basales de todos
lo lotes tisnen un comportamionto gemejante al tenser valores
de entre 0.4 a 2.6.En la tasa teminal se observan incrementos
en algunos lotes, por lo que estos se presentan de manera
concreta en las graficas sigulentes.La gratica 4 se refiere a
log resultados de los lotes testigo. metilurea y mezcla. coma
ge puede obaservar estos tres grupos tienen una tasa de EPCMN
antre 0 y 2.6, tanto antes como después del tratamiento. en
9l caso de la metilurea. la tasa term{nal es la menor

registrada. dando diferencia estadisticamente significativa.
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por otra parte la grdfica 5 presenta a los lotes
administrados con nitrito y el testigo negativo. como 8e
puede apreciar en los tres casos las tasa teminales de
micronicleocs tienen valores muy superiores a los encotrados
en el testigo y con respecto a su tasa basal. pero muy
cercanog entre ellos.La grafica 6 presenta la frecuencia de
EPCMN en los lotes administrados con nitrito. los
administrados con nitrito y clorofilina adem4s del testigo
negativo y el testigo de clorofilina. en esta gratica es
fAcilmente observable como los lotes tratados con clorotilina
disminuyen la tasa de micronicleos con respecto a los lotes

administrados unicamente con nitrito de sodio
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Por ultimo la tabla S presenta loaga tesultados de todos

log animales tanto antes como después del tratamiento

TABLA 5. DATOS DE LA RELACION EPCHN POR
RATON EN CADA IOTE A TO Y T1.

LOTE RAT 1 RAT 2 RAT 3 RAT 4 RAT 5

TEST TO
T1

MEU To
T1

MEZ TGO
T1

NO210 °TO
T1
N1G+C TO
T1

NO215 ToO
T1

N15+C TO
T1

NO220 To
TL

N20+C To
9 T1

10 CLFN To
o Tt

»
o

-

W B @ NN e AW W NN -
3

Mo L G ke B LW AN A O O NN
0 W W NN = MO A ™ NDO = WO N
W AN N ON W W e = NN
NN e N~ A DL DS NN D e O WM

P = U N U e~

TEST- TESTIGO NEGATIVOMEU-METILUREA, MEZ - MEZCLA DE NITRITO DE S8ODIO ¥
METILUREA, N- NITRITO DE SODIO, C o CLFN- CLOROFILINA, TO- TIEMP( 0 0 TASA BASAL,

T1- TIEMPO { o TASA TERMINAL,
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DISCUSION

En lo concerniente a la relacién EPC/ENC come se observa en la

tabla y gréafica 2 no 8e tuvieron diferenciag significativas en
ninguno de log lotes entre las tasas TO y Tl («=0.01).Aaunque cuando

se administrd nitrito de sodio en sus diferentes dosis se observé una
tendencia al incremento de EPC. por lo que se concluye.que si existe
un cierto grado de citotoxicidad por parte del compuesto si bien no
se presentan diferecias significativas. Esto mismo 3e obsarvé en el
caso en el que se administréd el nitrito junto con metilurea .La
explicacién de este fendmeno es que el nitrito de sodio convierte la
hemoglobina en metahemoglobina al cambiar el estado de oxidacién del
fierro presente en el grupo HEM y,como sabemos. la metahemoglohina es
incapaz de transportar oxigeno.lo que pusde ocasiopar un estado de
anoxia ligera, Susiki (1993) propone que este estado induco la
produccién de eritropoyetina y por ende una elavacidén en la cantidad
de EPC circulantes.Por otra parte, ol mismo investigador indica que
el aumento de eritropoyetina puede incrementar la produccién de MN
originados por los mutdgenos, probablemente como consecuencia de la
aceleracién en la eritropoyesis.ya que el aumento en la proliferacién
de eritroblastos puede lncrementar la suceptibilidad de las células a
dafios mutagénicos ,al disminuir la oportunidad para la reparacién
durante la fase S del ciclo celular (Salamanca 1992).ademads de que la
formacién del huso acromatico podria {nterrumpirse durante una
rdpida divisién celular .Lo antes mencionado también pueds ser una de
las causas por las cuales se observa una elevacién en el numerc de

EPCMN a T1 en los lotes administrados con nitrito.

Como ge indica en los demds lotes la relacién EPC/ENC permanece

casi constante, por lo que se deduce que no se presento
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citoxicidad,el hecho de que el grupo control permanezca practicamente
gin cambio.nos indica que los resultados obtenidos solo se deben al
efecto de los compuestos probadog, y que no hubo interferencia de
algtn factor externo, como la dieta u otras condiciones
experimentales.La homogenicidad de la relacion EPC-ENC en estado

basal nos proporciond un valor promedio de 0.031.

En los grupos donde ademés de nitrito de sodio se administro
clorofilina, se observéd que la tasa basal y la terminal a&on muy
cercanas (en las dosis de 10mgrkg y 20 mg-kg). sin embargo, en la
dosgis de nitrito de 15mg-kg y clorofilina se pfeaanto un incremento
de EPC ligeramente marcado, esta situaci{dén muestra que la clorofilina
no disminuyd la citoxicidad del compuesto en la misma medida «que en
los otros dos lotes .sin embargo. el resultado se explica por la
variacidén en uno de los ratones del lote cuya tasa de EPC/ENC casi ge
duplicé. a diferencia de los demds animales que mostraron un
incremento mﬁy leve.La causa de que este animal prosente un elevado
nimero de EPC (y que coincida con que también se observe un alto
ntimero de MN)puede deberse a un error durante la administracién de
clorofilina. o bien que por resistencia al efecto del compuesto O una

marcada suceptibilidad al NO2 como se aprecia en las tablas 3 y 5.

Inicialmente se aplicd la prueba de VKrushkal-wallls para
determinar posibles variaciones en las frecuencias de EPCMN a TO
entre los lotes.el resultado del andlisis indicd que no existen
di ferencias estadigticamente significativas (p=0.05).lo cual es
evidente al haberse determinado medias que van de 0 a 2 EPCMN por
cada 1000 EPC (GréAfica3).Estos datos son congruentes con los valores
de MN que ge presentan espontéAneamente en esta cepa como reporta

Salamone (1994) que establece una media de 3.95.
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Con respecto a la frecuencia de EPCMN.la prueba de Friedman que
compara los valores de cada lote a TO y T1 indicd la aiguiente

informacidn:

En el lote testigo no se presentaron difarencias significativas
entre la tasa basal y la terminal. lo cual indica que el experimento
ge desarrolld de manera adecuada y que no eoxistid 1nterferencia de

factores externos como se puede apreciar en la Gratica 4

En el caso de la metilurea. se podria pensar que el compuesto
actudé como un anticlastdgeno. pues redujo significativamente (p=0.05)
la frecuancia de EPCMN a T1 con respecto a la tasa registrada
inicialmente (Grédfica 4). gin  embargo esto no tiene ningun
significado bioldgico ya que ambas lecturas se encuentran dentro de
los valores normales registrados para la cepa utilizada Estos
resultados no colnciden con lo observado previamente (Sax
1989),aunque es conveniente seflalar que aun hay controversia sobre
la genotoxcicidad de la metilurea. ya que en un estudio reciente
realizado por Guzmdn (1994) se encontrd que dicho agente es inocuo en

Drosophila melanogaster utilizando la prueba de SMART

En el lote donde se hizo actuar la mezcla de nitrito de =modio y
metilurea se esperaba la formaclén enddgena del compuesto M-metil-n-
nitrosourea. y por lo tanto un aumento en el efecto clastogénico. en
virtud de que dicho compuesto en estudios previos ha mostrado una
alta capacidad mutagénica (Bonatti 198%5;: Ehling 1991:. Fenech 1991); y
en estudios efectuados en Drosophila (Guzman 1994) concluyeron que la
combinacién de ambas sustancias en el alimento elevé en forma
gignificativa 1la frecuencia de mutaciones.Nuestros resul tados
sugieren que la nitrosacién in_vive no se llevd a cabo y de acuerdo
al comportamiento de los datos ,esto puede estar relacionado con las

siguientes hipdtesis:
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1.Aun cuando se considerd que la estequiometria de la reaccion as de
1 a 1. es posible que las dosis admintstradas (10 mg.-kg para
nitrito y 8 mg-kg para metilurea) de ambos compuestos no o son

suflcientes para evidenciar el efecto de la nitrosacidn

2.Es posible due slomentos presentes en la dista de los animales
teniéndose agentes antioxidantes como el butilhuidroxilanisol y el
acetato de vitamina A o que participen en reacctoney de oxidacion
raduccién tales como rivoflabina y biotina por ejemplo. hubtieran
influido para inhibir la reaccidn.o bien que la metilurea o el
nitrito reaccionaran con otros elementos dietéticos y gque esta
interferencia sea la causa por la cual no se tuvo el efacto de

potenciacidn de la clastogenicidad.

Otro lote que no presenta diferencias significativas con la
prueba de Friedman es el de clorofilina.lo cual nos i1ndica que este
compuesto no ‘induce por si solo dafio citogendtico, y ol hecho de que
tampoco incremente la relacién EPC/ENC nos 1ndica que tampoco es

citotoxico y por ende se pueds considerar inocuo al organismo.

Al realizar las comparaciones de EPCMN entre ol lote testigo.el
de metilurea .el de mezcla vy el de clorofilina todas a Tl mediante
la prusba de Kruskal-wallis 8o tienen diloarenciaz wsigqnificativas
antre el testigo.la mezcla y la clorofilina »n  contra de la
metilurea: esta diferencia se debe a que a Tl.los animales tratados
con metilurea presentan una frecuencia mencr a la del resto. e
incluso menor que la tasa a TO0: al comparar los tres lotes no ge
presentan diferencias significativas entre sllos. pues presentan
medias similares.estus resultados nos suguiersn que los compuegtos no

tienen un efecto clastdgeno (graflcas 3 y 4)
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En lo que se refiere a los tres lotes de nitrite, la comparacion
entre los resultados de EPCMN abtenidos a TD y T1 (Grafica %) .reveld
diferencias signiftcativas (p=0.05) an los tras casos. como
congecuencia de un considerable incrementc en ia frecuancia de
EPCMN. Por otra parte. al hacer las comparaciones entra log efectos
del nitrito de sodio a las dosis de 10. 15 y 20 mg.- kg an ol tiempo 1
{mediante la pruebha de Kruscall-wallis p-0 0%). nn s observed
diferencia significativa entre los tres Intes. habidndose
determinado moedias semejantes para los tres Lo que indica que el
compuesto tuvo una respuesta de tipo cuantal. es decir. en todos
ellos hubo wun incremento de EPCMN consecuscia del ofocto
clagstogénico de los compuestos tormados endogenamesnte a partir del
nitrito. pero éste no dependid de la dosis administrada.  La posible
explicacién que proponemos al respecto es que los elementos que
reaccionan con el nitrito (quiza componentes de la dieta),actuan como
un reactivo limitante, es decir, una vez agotados en la reaccién,el

nitrito restante es incapaz de formar mAs nitrosaminas

En 91 caso de los grupos administrados con nitrito vy
clorofilina,las comparaciones entre el efecto observado en T1 con
regpecto a TO. mostraron difserencia significativa en los lotes de
nitrito a las dogis de 15 y 20 mgrkg. pero tal diterencia no se
presentd en la dosis mads baja.También se establecin que ol aumento en
las dosis manclonadeas fue mucho menar al detectade en sus
contrapartes administradag exclusivamente con  nitrito. lo cual
demuestra que la clorofilina si tuvo un efecto anticlastogénico .Al
realizar las comparaciones multiples entre los lotes de Nitrito de
sodio a las dosis 10 mgrskg, 15 mgrkg y 20 mg kg a T1 y sus
correspondientes contrapartes administradas con clorofilina. se
obsarvé que todas presentaron diferencias significativas.es decir,
aquil el efecto de disminucidn en la tasa de EPCMN por accién de la

clorofilina se hizo estadisticamente evidente (liratica %)



80

Con respecto a la clorofilina. @s convenionte antatizar que el
hecho de no haber presontado citoxicidad ni genotoxicidad. y una
evidente capacidad antigenotoxica contra el dane produsido por el
nitrito sugiere que en estudios posteriores so podria i1ncrementar la

dosis con el fin de optimizar su efecto.

Para determinar el efecto antigenotdédxico. la clorofilina so ha
probado por via oral contra el etecto de mutAgenos como 2-amino-3-
motilimidazol(4.5-f)quinoleina «n rata (Dashwood 1990y y adriamicina
en Drosophila melanogaster (Pérez-Chiesa 1994) misntras (que su
capacidad antitransformante fue evaluada por WwWa (1994) probandola

contra mezclas complejas de carcindgenoa utilizando cultivos de
células BALB/3T3 .En nuestro caso. utilizamos la via tntraperitonsaal

primeramente para evitar interferencias »n la tormacién  de
nitrosaminas en el tracto digestivo y al tratarss dJde un estudio
agudo, nosotros necesitabamos que el anticlastégens s encontrara
rapidamente en circulacién. pues las nitrosaminas tianen unp tiempo de
vida media corto (Bartsch 1994) Como en nuastio estudio la
clorafilina por via intraperitoneal fue un ettciante 1nhibidor de
MN, suponemos que actud como un desmttdgenc o  decir. <como un
interceptor molecular frente a las nitrosaminas. oantidades altamente
electrofilicas con las que la clorofilina puede formar complejos

{(Dashwood 1992).
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CONCLUSIONES

1. Se demostré que el nitrito de sodio fue un »ticients gnductor de la
formacion de micronucleos en eritrocttos policromdticus, al Lraiplicar

la frecuencia de ellos con respecto al tnstigo negative

2.85e determind que el efecto anterior del nittito ne dependid de la

dosis administrada.

3. Adn cuando no se presaentan diferencrac agtadigticamente
significativas en la relacién eritrocttlos policromaticos s
oritrocitos normocrémicos., on los casos admimistados con nitrito de

sodio se observa una tendencia al aumento de alla.

4.Se observé que la combinacién de mitrito de sodio con metilurea. no
pregsentd un efecto clagstogénico. no indujo moditicacidon en la

actividad eritropoyética de la médula dsea

5.La clorofilina a la dosis ensayada de 4 mg-kqg ftue un eficiente
anticlastdgeno contra el daflo inducido por el mitrite da sodio (a las

dosis de 10 mg-kg .15 mgrkg y 20 mg.-kg).

6.Se establecid que la clorofilina no presentd citotoxcicidad ni
genotdxicidad, y que pregenta un efecto anticlastdgeno al ser

utiliada via intraperitoneal.
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ABREVIATURAS

A~ Adenina.

Aa~ aminoacidos

ADM- Acido desoxirribonucleico.
ARN- Acido ribonucleico

C- Citocina.

CFL- Clorofila

C.CLFN o CFN- Clorofilina.

ENC- Eritrocitos normocromicos.

EPC- Eritrocitos policromdticos.

EPCMN- Eritrocitos policromdticos micronucleados

EtNU- Etilnitrosourea.

G- Guanina.

ICH- Intercambio de cromdtides hermanas.
MN- Micronucleo!

MeNU- Metilnitrosourea.

MeU~ Metilurea.

MEZ- Mezcla de nirito de solio metilurea.
NO, .N- Nitrito de sodio.

Pi- Base pirimidica.

Pu- Bage plrica.

SN~ Sustitucién nucleofilica.

T~ Timina.

TO~ Tiempo cero o tasa basal.

Tl- Tiempo 1 o tasa terminal.

TEST., T(~)~ Testigo negativo.

tJ- Uracilo.
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GLOSARIO

ABERRACION CROMOSOMICA- Cambio en la estrutura o numero de los

cromosomas .

ACENTRICO- Fragmento o regidon del cromosoma que careocs de centromera

ANMTICLASTOGENQ- Agente quimico gue impide las rupturas cromogomicas

ocasionadas por agentes fisicos o qulmicos

ANTIMUTAGENO- Agente gque inhibe el efocto mutacional de sustancias o

factores fisicos.

ANTIMEOPLASICO- Farmaco utilizado en el tratamionto contra el céncer

al inhlbir la proliferacién celular.

CARIOTIPO- Conjunto de cromosomas caracteristico de un incdividuo o

especie.

CITOTOXICIDAD- Efecto téxico que se refleja como muerte celular.

CLASTOGENO-  Agente figico o) quimico que porduce rupturas

cromosdmicas.
DESMUTAGENO- Agente que inhibe la accidén de un mutaAgeno, pero que no
actia en los proceso de reparacidén celular. sino de manera externa a

olla.

ERITROCITOS NORMOCROMICOS~ Eritrocitos madurosg del ratén



ERITROCITOS POLICROMATICO- Hematles inmaduras el ratén Jque aun
contiensn una determinada cantidad de ARH poy lao que presentan una

coloracién basofila. suelen denominarse reticulocitos

GEN- Porcién de ADM que codifica para la produsaan do un determinado

polipéptido o ARN.

GENOTOXICIDAD- Efecto téxico que so presenta gobre o) materisl

genético.

LOCUS~ Localizacion exacta de un gen dentro de un cromogoma

MUTACION- Cambio heredable en la secuencia o diaspwsicion daj ADN.

NUCLEOTIDO- Mondmero contituldo por una base nitrogenada. un azucar y

un grupo fosfato.

RESTITUCION- Reunién de un fragmento cromosomice  én  su sitio

original, que impide la formacion de una aberracion cromesdmica

REZAGO AMAFASICO- Pérdida de un cromosoma ol no miqQrar durante la

anafase.
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