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RirSUMEN 

Con la presente investigación,se evaluó el efecto anticlastogenico de 

la clorofilina en contra del nitrito de sodio por se. y por otra 

parte observar si el efecto del nitrito 	se veía incrementado en 

combinación con la metilurea,en el supuesto que en combinacioó con 

esta última el efecto se potenciaria.La técnica de evaluación 

seleccionada fue la de micronúcleos.y los sujetos de experimentación 

ratones de la cepa NIN: 60 animales fueron pesados. marcados y 

divididos en 10 lotes.Se les tomó una muestra de sangre periférica 

con la cual se realizó un frotis, se procedió a administrar las 

sustancias de estudio por vía oral con excepción do la clorofilina 

la cual se administró vía intraperitoneal en los lotes 

seleccionados:las administraciones se realizaron cada 24 horas por 3 

días. al cuarto día se tomó la muestra de sangre nuevamente.Las 

laminillas 	fueron 	fijadas, 	teñidas 	y 	analizadas 	en 	el 

microscopio.cuantificando la cantidad de EPC en 1000 eritrocitos,y 

posteriormente en 1000 EPC se determinaron 	la cantidad de 

micronúcleos . De acuerpo con los resultados;e1 nitrito de sodio 

presenta un poder clastogénico considerable, sin que ésto sea 

dependiente de la dosis, pero esta clastogenicidad no se vió 

potenciada 	cuando se combinó con metilurea.Por otra parte la 

clorofilina mostró el efecto esperado.pues la tasa de MN disminuyó en 

los lotes administrados con este compuesto y nitrito, por lo que se 

puede concluir.que la clorofilina actuó como un eficiente 

anticlastógeno. 
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INTRODUCCION 

La presente investigación tuvo como principal objetivo evaluar 

el afecto anticlastogénico de la clorofillna sobre los efectos del 

compuesto químico denominado nitrito de sodio.y el efecto que este 

tiene en combinación con metilurea.La combinación de ambos compuestos 

puede ocasionar una reacción de nitrosación in vivo,E1 producto 

formado a partir de esta reacción química es la metilnitrosourea.qua 

es un compuesto de la familia de las nitrosaminas.algunas de las 

cuales presentan actividad carcinógena:éstas pueden ser activadas en 

solución acuosa y no requieren de activación enzimática:este tipo de 

sustancias producen generalmente cáncer estomacal y cerebral (Modgson 

1908). 

El uso de los nitritos en la industria de cárnicos y embutidos 

es ampliamente conocido, sin contar con que ellos están presentes en 

una gran variedad de alimentos,su principal uso es como preservativo 

pues es un buen agente contra el desarrollo bacteriano.Se consideró a 

la metilurea para realizar el presente estudio, porque es una 

sustancia que podría considerarse como prototipo de todas aquellas 

con las cuales es posible que el nitrito de sodio pueda producir una 

nitrosación.incluso cuando puede ser inhibida por la presencia de 

agentes antioxidantes, como la vitamina C y vitamina E. 

La técnica que se utilizó para la evaluación del efecto 

mutagénico de las sustancias involucradas fue la denominada 

Micronúcleos (MN), esta prueba fue descrita por Bollar y Schmid 

(1970), y se basa en la frecuencia de MN en diversos tipos de células 

tales como eritroblastos, eritrocitos, y espermatogonias, es usada 
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para la detección de agentes clastógenos in vivo. asi como aquallos 

que 	afectan la distribución mitótica de los cromosomas. 

Un micronúcleo es un fragmento de cromatina separado del total 

del núcleo de células eucariotas.talos micronúcleos se generan a 

partir de la fragmentación de cromosomas acéntricos o bien se deben 

a cromosomas de cromátijie completo que no se incorpora a una célula 

hija durante la división celular mitótica. 

El ensayo realizado durante la investigación fue de tipo agudo, 

es decir. se realizó la induccción dentro de un lapso de tiempo 

relativamente corto con 	el fin do que el efecto mutagénico se 

observara sin necesidad de realizar una administración larga de los 

reactivos antes mencionados. 

De acuerdo con lo anterior la evaluación del efecto mutagénico 

del nitrito de sodio puede ser evaluado mediante la prueba de 

micronúcleos. pues 	como se observa, los derivados de esta reacción 

actúan como agentes alquilantes,con lo que se tiene la posibilidad de 

evaluar el incremento en las rupturas cromosómicas causadas por este 

agente. 

Por otra parte, es necesario buscar formas de prevención 

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,actúan 	sinérgicamente 	en 	la 	actividad 

biotransformadora de las enzimas hepáticas y en la prevención do la 
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formación de nitrosaminas en el tracto digestivosEn el caso de 

nuestra investigación decidimos probar el efecto antimutagónico de la 

clorofilina contra el nitrito de sodio ya que este compuesto ha 

demostrado en otras investigaciones ser efectivo en este aspecto 

(Gentile 1991,1994), 

Por lo anteriormente descrito,este proyecto 	resulta como 

tesistas una brillante oportunidad para aplicar los conocimientos 

adquiridos durante la carrera,además de permitirme trabajar en lo que 

es la investigación formal con el fin de buscar una solución al 

problema de los agentes mutdigenos a los cuales el hombre moderno se 

encuentra expuesto de manera constante, 
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IIIPOTI'8119 Y OBJBTIVOS 

111,0111414: 

La clorofilina es un desmutageno que puede disminuir el daño 

clastogénico ocasionado por agentes alquilantes formados e partir del 

nitrito de sodio. 

oarznvo 0.1111,1tAl: 

Evaluar mediante le técnica de micronúcleos 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, 



01.1lirrvas PAR TICVIARSO: 

1 Determinar la inducción de micronúcleos del nitrito do sodio a las 

dosis de 10 mg/kg, 15 mg/kg y 20 mg/kg 

2.Evaluar si en combinación el nitrito de sodio (10 mg/kg) y la 

metilurea (8 mg/kg). presentan un efecto clastogénlco mayor que el 

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

3 Observar si el efecto clastogénico del nitrito de sodio es 

porporcional a la dosis admministrada. 

4 Determinar. si el tratamiento con clorofilina a la dosis de 4 

mg/kg. disminuye la frecuencia de micronúcleos inducida por el 

nitrito de sodio. 

5 Evaluar el cambio en la actividad de la médula ósea ocasionado por 

los compuestos antes mencionados,mediante la variación en la 

relación de eritrocitos policromáticos con respecto a los 

eritrocitos normocrómicos,como medida de la toxicidad de los 

compuestos. 

5 



✓o.ZGC 
7¿0.1VC.C, 



6 

NARCO TIORICO 

1.1“ MATERIAL OilliTICO. 

Como sabemos el material genético es la entidad que contiene la 

información a partir de la cual, todos y cada uno do los seres vivos 

del planeta desarrollan sus caracterlsticas da acuerdo a su 

especie(Ayala 1984). 

El material genético está formado por nucleotidos, los cuales 

están conformados por bases nitrogenadas de tipo purinico y 

pirimidico unidas a una desoxirribosa que a su voz se encuentra 

asociada a un grupo fosfato. Los nucleótidos del ADN se unen por 

enlaces fosfodiéster por la reacción de grupo OH del carbono 3 de la 

desoxirribosa con el fosfato enlazado al carbono 5 del siguente 

nucleótido.por lo que da un patrón de crecimiento en la dirección 

S'a 3' ya que el extremo libre inicial es el fosfato del carbono 

5'(Thomson 1991). 

El ADN posee dos cadenas de polidesoxirribonucleótidos, 

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 debe a la 

posición del enlace fosfodiéster en la segunda cadena aunque ella 

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

Estas dos cadenas se encuentran apareadas por complementaridad 

de bases de manera que una base púrica (pu) se enlaza con 	una 

pirimldica (pi) .Las cuatro bases nitrogenadas presentes generalmente 

en el material genético son la adenina y guanina que tienen 
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estructuras de tipo púrico y la citosina y timina quo son de tipo 

pirimldico.La edenina se complementa siempre con timina por la 

formación de 2 puentes de hidrógeno. mientras que la guanina se 

asocia con citosina por la formación 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 peldaños están conformados por las uniones entre 4 bases 

nitrogenadas y los fosfatos y le ribosa quedan hacia afuera ,Por cada 

giro del helicoide existen 10 pares de bases y el diámetro uniformo 

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

La forme de replicación del ADN es semiconservativa,durante la 

fase S del ciclo celular,el material genético'se duplica.En este 

momento los enlaces hidrógeno entre A=T y C-G se disocian , 

formándose dos filamentosa partir de los cuales por acción de 

enzimas especificas 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 medre a 

partir de cuya secuencia se forma el filamento complementario recién 

sintetizado (Schmid 1987). 

Cabe señalar que en la cadena 3.-5',1a síntesis de DNA es 

discontinua.por lo que a la hebra recién formada se le denomina 

retrasada.este filamento esta compuestos por pequeños fragmentos 

denominados de Okasaki que se unen entre A1 por acción de la enzima 

polimerasa II(Alberts 1990). 

Para realizar la síntesis de proteinas la cual ocurre en el 

citoplasma.el ADN debe de pasar su información a una molécula 

intermediaria conocida como Acido ribonucleico;en él la molécula de 
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azúcar es una ribosa :el ARN es complementario a la secuencia del ADN 

aunque particularmente presenta la característica de sustituir los 

lugares correspondientes a la tintina por el nucleótido denominado 

uracilo (Gardner 1991). 

Existen en el ADN secuencias determinadas denominadas primers o 

iniciadores .a partir de las cuales comienza la síntesis de ARN 

tomando solamente una cadena de ADN como templete para la síntesis de 

la cadena lineal de ARN.En este punto sigue la complementaridad de 

bases, es decir. sí le secuencia del ADN templete es ATCGTAA la 

cadena de ARN tendrá la secuencia UAGCAUU.Una vez sintetizado el ARN 

sufre cambios postranscripcionales lo cual ocasione que se tengan 

tres tipos de ARN. el ribosomal.el de transferencia y el mensajero 

(Alberts 1990). 

El ARNm se acople en los ribosomes que son estructuras formadas 

de ARN y proteínas. compuestos por dos subunidades que so disocian 

cuando ha terminado el proceso de traducción, es en él en donde se 

desenrolla cuando se va llevar a cabo la síntesis de proteinas.la 

secuencia de cada tres bases es lo que se denomina un codón,el ARNt 

es el encargado do acarrear los aminoácidos durante le síntesis de 

proteinas,éste tiene una forma de trébol invertido.presenta 

complementaridad de bases en el asa inferior.a esto triplete se le 

denomine anticodón. 

El apareamiento de los codones ofrece 74 posibilidades.conforme 

sólo se tienen 22 ea. se tiene asegurada la síntesis de todas las 

protelnas:el lenguaje de los codones es universal para todas las 

especies.y es la secuencia de ellos la que indica los sitios en donde 

se debe comenzar y terminar la síntesis (Ayele 1984). 
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De acuerdo con Salamanca 	(1992)un gen es una porción de la 

molécula de ADN codificada para la síntesis de un polipéptido.Por 

otra parte Pieggor (1991) nos dice que es un elemento que se 

transmite de forma hereditaria,compuesto por bases rigurosamente 

ordenadas que contienen la Información para la síntesis de 

polipétidos (gen estructural)  o la información para una 

autorregulación del funcionamiento genético (gen regulador). 

Dentro de una cadena de ADN se tienen muchos genes los cuales se 

asocian entre ellos 	con proteínas y sistemas enzimáticos 

conformando lo que se denomina un cromosoma.En procariotes se tiene 

un solo cromosoma circular formado por una doble cadena de ADN:en los 

eucarlotes.el ADN se reparte en varios cromosomas .que se organizan 

dentro del núcleo celular de manera lineal. 

Las proteínas a las cuales se asocia el ADN para conformar un 

cromosoma son las denominadas histonas,de ellas se han caracterizado 

5 tipos .las histonas 28.2b.3 y 4 se encuentran formando octameros 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 región espaciadora entre 

nucleosoma y nucleosoma 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 orlas nucleosomas pueden enrollarse en torno a 

un canal central formando fibras de cromatina,de la cual esten 

formadas los cromosomas . 

Todos los seres que se reproducen sexualmente.tienen como 

característica presentar pares de cromosomas.de los cuales uno fue 

donado por la madre y el otro corresponde al padrea este estado se 

le denomina diploide (2n) (Charlotte 1984). 
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Durante la fase Gl del ciclo celular los cromosomas so 

encuentran despirilizados y conformados por una sola 

cromátide.formando una lespecie do red:durante la fase S,todo el 

material genético se duplica y los cromosomas quedan compuestos por 2 

cromátides.ambas son replica exacta de la orlginal.Posteriormente 

cuando se entra a la etapa de división celular (mitosis o 

meiosis),los cromosomas se compactan en metafase al máximo.durante la 

anafase las cromátides se separan,quedando las células hijas cada una 

con un cromosoma.De esta manera es que la información genética pasa 

de manera intacta de generación en generación (Salamanca 1992). 
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Como sabemos el hecho de que la información genética se 

transmite de generación en generación sin cambios aparentes asegura 

que las características de una especie se mantengan Sin embargo esta 

información es susceptible de sufrir cambios de manera espontánea o 

bien inducidos por diversos agentes ambientales.Estos cambios son 

fundamentales para la evolución de las especies y la selección 

natural de ellas. 

Aunque en un principio el término de mutación se aplicaba 

únicamente a aquellos cambios de la información 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 considera como mutación a cualquier cambio en la 

secuencia del ADN o ARN o bien a una serie de rearreglos 	en el 

material genético de una célula viva o un virus.Estas alteraciones se 

pueden dividir en dos grandes grupos, es decir, mutaciones génicas o 

microlesiones y a grandes cambios estructurales en un cromosoma es 

decir mutaciones o aberraciones cromosómicas. 

Dentro de las aberraciones' cromosómicas se tienen tanto de tipo 

estructural como numérico. Las alteraciones en el número cromosómico 

pueden originarse como resultado de una no disyunción (no separación 

de los cromosomas) o porl un rezago anafasico, ambos fenómenos pueden 

originarse tanto en la división meiótica como en la mitótica. Cuando 

el número cromosómico es múltiplo exacto del número haploide. se 

habla de un estado de euploidia, sin embargo cuando uno o varios 
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cromosomas se encuentran involucrados. la alteración numérica se 

denomine aneuploidia. Las aneuploidias son más conocidas por sus 

repercusiones en el origen de alteraciones congénitas , teniéndose 

que las más encontradas en nacidos vivos son las trisomias que es 

cuando se presente un cromosoma adicional como es el caso del 

Síndrome de Down (47 ,XX o XV. + 21).las monosomias o la falta de un 

cromosoma como la presente en el caso del Síndrome de Turnar (45. 

)~). las dobles trisomias 	es decir. la presencia de dos cromosomas 

adicionales de distinto par cromosómico como en el caso de pacientes 

con un cromosoma X extra y 	Síndrome de Down (48, XXX, 21). las 

tetrasomias o la presencia de dos cromosomas adicionales del mismo 

par como en algunos casos de Síndrome de Klinefelter (48. XXXV) Otras 

aberraciones numéricas Ir constituyen las nulisomias o sea la falta 

total de un par cromosómico y los mosaicos o mixoploidias en las 

cuales dentro del mismo organismo se tienen 2 o más lineas celulares 

una de las cuales es normal y la otra u otras se encuentran afectadas 

en su número cromsómico. la producción de mosaicos se debe a la no 

disyunción de los cromosomas en la mitosis temprana después de la 

formación del cigoto (Salamanca 1992). 

Las aberraciones estructurales son ocasionadas por agentes 

clastógenos.es decir aquellas sustancias que provocan la ruptura del 

cromosoma.cuando una ruptura so lleva a cabo se puede tener una 

restitución de la lesión .dando un genotipo sin alteración alguna.Sin 

embargo si se tiene una ruptura y no hay restitución.se puede 

presentar un fenómeno en donde no se reúnan las partes afectadas 

dando como resultado una pérdida del material genético,o bien una 

reunión inter o intracromosomal que repercute como un cambio 

estructural (Thomson 1991). 
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Dentro de las aberraciones intracromosómicas se tienen 

deleciones.inversiones.anillos e isocromosomas.Por otra parte para 

las aberraciones intercomosómicas se presentan las translocaclones 

simples.reciprocas y robertsonianas.asl como la duplicación que es 

una forma particular de translocación (Salamanca 1992). 

Dentro del ciclo celular,las mutaciones so presentan con más 

probabilidad durante la etapa G1 por ser ésta la parte con mayor 

duración del ciclo,aunque en el caso de las mutaciones puntuales el 

periodo S parece ser la etapa más sensible para que ocurran (Gardner 

1991). 

Cuando se tiene una mutación.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 espontáneos. Cuando se tienen 

mutaciones en células somáticas es muy posible que se tengan 

alteraciones en los procesos metabólicos de ellas.lo cual repercute 

en el funcionamiento normal además de ser el paso inicial para el 

desarrollo de un proceso cancerigeno.con lo cual se explica el 

aumento a últimos tiempos de personas afectadas por este mal 

(Salamanca 1992). 

Cuando las mutaciones son provocadas por un agente.es decir que 

no ocurren de manera espontánea.puede evaluarse el efecto del 

mutágeno con diversas técnicas.Cuando los daños se presentan a nivel 

génico,las técnicas empleadas son preferentemente la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR). Southern Blot (SB) Northern Blot  

(NB),  Western Blot (WB), Corrimiento electroforético en gel de 

agarosa (PAGE) e Inmunodetección, 
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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 les pautas de lectura es 

decir mutaciones puntuales que se evalúan en bacterias como 

Fgrharirhia 	Salmenoila thyphimurium  o Barilliin subtilia. 

b)Prueba para determinar aberraciones cromosómicas a partir de 

cultivos celulares. 

c)Inducción de mutaciones de células en cultivo. 

d)Prueba en prosophila melanoaaster de recesivos letales. 

e)Evaluación de lesiones cromosómicas por el análisis de células en 

metafase o por prueba de micronúcleos. 

f)Inducción de mutaciones en células germinales mediante la 

evaluación de dominantes letales en rata o ratón (Derache 19909, 

Estos se dividen en 4 grupos los cuales se explicarán brevemente 

a continuación 

2.a.Pruebee de natitegineeie •e bacterias. 

Estas pruebas se basan en la detección de bacterias que han 

sido afectadas por el mutageno en un gen determinado,quedando la 

bacteria imposibilitada pare sintetizar un compuesto vital para su 

existencia por lo que ésta queda incapacitada para crecer en un medio 

carente de él (Ayala 1984). 

Otra posibilidad es la introducción de plásmidos. loa cuales dan 

nuevas propiedades a la bacteria como puede ser la resistencia a 

determinados antibióticos (Levin 1989). 
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Este tipo de ensayos tienen ciertas restricciones: ya que todos 

los experimentos deben repetirse al menos 2 veces. las sustancias de 

ensayo deben tener cierto grado do solubilidad. no pueden ser ni 

bacteriostaticas ni citotóxicas. se necesita en muchos casos la 

adición de fracciones microsomales para detectar los mutágenos que 

necesitan activación enzimática, además se necesita manejar un gran 

número de muestras para obtener significando en los resultados 

(Derache 1990). 

2.b Pruebas realizadas en hongos. 

En este tipo de prueba generalmente se utilizan levaduras tales 

como Saccharomyces ceLeMisian, ya que a demás de su capacidad para la 

rápida reproducción mitótica. bajo algunas condiciones os posible 

obtener reproducción meiótica produciéndose 4 ascas haploides. cuando 

se unen 2 de ellas se obtienen cigotos diploides. Cuando las 

mutaciones se inducen en el estado haploide son fácilmente 

detectables en la fase diploide :en esta prueba es necesario también 

adicionar inductores enzimáticos en los casos que así 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 coloración roja al incorporar ésta del 

medio.mientras que aquellas colonias normales presentan la coloración 

caracteristica blanca pues estas son capaces de sintetizar adenina. 

Otra técnica que utiliza el mismo hongo consiste en detectar las 

recombinaciones mitóticas anormales entre genee,dentro do un gen o 
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incluso una aneuploidia mitótica (perdida de un cromosoma 

homólogo).E1 homocigoto puede detectarlo por la expresión del 

fenotipo recesivo que se mantiene en generaciones sucesivas.el 

marcador utilizado para la detección del carácter recesivo es la 

resistencia a agentes quimlcos.marcadores diFltaies usando A y T ,e1 

homocigoto para adenina que provoca una acumulación del pigmento rojo 

(Derache 1990). 

2.c.Puebee con células en cultivo. 

Las pruebas mencionadas anteriormente tienen como principal 

desventaja el hecho de que el 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 evaluación del efecto 

mutagénico de las sustancias 	en células humanas y de diversos 

animales. 

En el caso de los humanos es factible realizar cultivos 

celulares a partir de un gran numero de tejidos que van desde la 

sangre periférica.aspirados de médula ósea.piel.liquido amniótico y 

vellosidades coriónicas. (Salamanca 1992). 

El fundamento de los cultivos celulares es estimular la división 

celular adicionando a loa cultivos un agente mitógeno.por ejemplo en 

los cultivos de linfocitos se adiciona fitohemaglutinina.la cual 

estimula la clonación de linfocitos B.posteriormente las células se 

detienen en la metafase de la mitosis al adicionar un agente que 

impida la migración de los cromosomas como la colchicina,pudiendo de 

esta manera visualizar llos cromosomas pudiendo evaluar en ellos las 

aberraciones que puedan presentar (Grouchy 1984). 
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Estas técnicas citogenéticas de evaluación incluyen pruebas tales 

como determinación de cariotipo a partir de un cultivo 

celular:intercambio de cromátides hermanas (ICH).bandeos como el 

G.C.bandas Q.etc. 

La técnica más común para evaluar daño citogenético es el 

análisis de aberraciones cromosómicas 	de células en metafase 

tratadas con el mutágeno a estudiar:sin embargo estas pruebas son 

tediosas. se necesita de 	personal 	entrenado 	y con suficiente 

experiencia para determinar el tipo de daño que se presente en 

metafase.además de que se necesita tener experiencia y habilidad en 

el montaje de los cultivos y la preparación de laminillas:las 

condiciones de trabajo son bastante estrictas y un error puede 

significar el fracaso del ensayo (Salamanca 1992). 

Una alternativa técnica muy aceptable la constituye la prueba de 

intercambio de cromátides hermanas (ICH) in vitr12 pues el aumento en 

la frecuencia en el número de intercambios en células obtenidas de un 

cultivo celular o bien de médula ósea de un animal en ambos casos 

tratados con un análogo de base (5-Bromodeoxiuridina) y el compuesto 

a probar realizando la técnica de tinción diferencial nos permite 

evaluar el efecto del compuesto sobre el material genético.Sin 

embargo esta prueba necesita realizarse con extremos cuidados,ya que 

la posible contaminación bacteriana o micótica de los cultivos 

pueden dificultar la obtención de resultados óptimos (Enciclopedia 

1991), 

En estos casos se hace también necesaria la adición de 

fracciones microsomales pues algunos mutagenos pueden pasar 

inadvertidos al no biotransformarse en el metabolito activo.  
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2.d.Pruebas de mutatinesis in vivo. 

Probablemente la mayor ventaja de utilzar animales para este 

tipo de pruebas es que en ellos se puede evaluar el efecto de una 

sustancia en un sistema completo y expuesto a las condiciones 

metabólicas del sujeto de estudio.por lo que este tipo de pruebas son 

más representativas sobro el efecto que una sustancie podría 

presentar en el humano (Derecha 1991). 

En loa animales se puede hacer análisis del cariotipo. a éstos 

se les ha administrado el mutágeno y horas después coichicina 

obteniendo asi cromosomas en metafase a partir de muestras sanguíneas 

o al extraer médula ósea del fémur del animal para la evaluación de 

aberraciones cromosómicas (Derache 1990). 

Otra prueba en la que se evalúa el efecto de una sustancia sobre 

las celulas germinales es le dominancia letal.en donde se examina la 

muerte del embrión o feto del animal a causa de la alteración de los 

cromosomas por un proceso mutacional. ya que aparentemente no existe 

alguna disfunción en células germinales.pero el huevo fecundado no es 

viable.Generalmente se trata al macho que después es acoplado con las 

hembras a Intervalos determinados :posteriormente se evalúa el número 

de fetos muertos por hembra comparándolos con un control negativo.Sln 

embargo para que esta prueba sea significative.el número de fetos 

muertos debe duplicar los valores obtenidos con respecto el control 

negativo ,esta prueba puede realizarse tanto en rata como en ratón 

(Derache 1990). 

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 pigmentación del pelo del animal presenten alteraciones 

y ello se traduzca en la aparición de manchas blancas en el 

vientre.manchas amarillas alrededor de le garganta y zonas con 

"spots" blancos que se relacionan con mutaciones somáticas (Derecho 

1990). 

Otra prueba In vivn es la translocación en ratón .en esto caso 

el mutágeno puede inducir que uno de los cromosomas sexuales X se una 

a otro, por lo que la heMbra queda en estado XO.dando como resultado 

una hembra infértil.A1 realizar un análisis citológico,las metafase 

obtenidas del animal solo presentan 39 cromosómas de los 40 normales 

o bien uno de estos cromosomas presenta una longitud do un largo 

anormal al ser el producto de la translocación del cromosoma X con 

algún autosoma (Derache 1990). 

Otro modelo por excelencia es la anzulphIldjaelluillacialaz, en ella 

se pueden realizar un gran número de pruebas como le recesividad 

letal cuando se evalua el efecto sobre células germinales,o bien la 

prueba de Mutaciones Somatices y Recombinaciones (SMART) cuando se 

evalúa el efecto en células somáticas (Ramos 1993). 

Por último otra de las pruebas realizables in vivo es la prueba 

de Micronúcleos (MN) de la cual se hablará más ampliamente en la 

siguiente sección. 
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3.1011,3,111A Di IltICROWCI4011. 

Los micronúcleos (MN) son corpúsculos intracitoplasmáticos de 

cromatina, separados del núcleo principal,y que se forman a partir de 

la ruptura de fragmentos cromosómicos acéntricos, o bien por aquellos 

cromosomas que sufren un rezago anafásico, lo cual se traduce en la 

aparición de un pequeño núcleo en células anucleadas como los 

eritrocitos,o bien en el citoplasma de nucleadas como linfocitos o 

espermatogonias.E1 incremento en su número es indicativo de un rezago 

anafásico o bien de la ruptura de cromosomas en una región acéntrica 

ocasionada por agentes clastógenos (Riegger 1991), 

La existencia de micronúcleos ha sido reconocida durante años:su 

asociación con el daño cromosómico fue bien conocida desde los 

primeros trabajos en el campo de la radiación.E1 primer intento de 

usar los MN como monitores de daño citogenético parece ser el 

reportado por Evans y colaboradores en 1959,ellos 	usaron la 

frecuencia de los MN para cuantificar el daño citogenético inducido 

por los rayos gamma y los neutrones en la presencia y ausencia de 

oxigeno.Dentro de los resultados obtenidos se observó en les 

cromátides intercambios asimétricos y simétricos incompletos que dan 

el incremento de fragmentos acéntricos en la mitosis:estos fragmentos 

son excluidos de los núcleos frecuentemente en las células hijas y 

aparecen en la siguiente interfase como MN.Evans y colaboradores ( 

1963) estimaron que la frecuencia de micronúcleos en las células 

recientemente formadas después de la radiación fue de 

aproximadamente 60% de la frecuencia de dos fragmentos observados en 

preparaciones en metates° de células tratadas similarmente. 
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Subsecuentemente Schroeder (1966.1970).recomendó el uso de las 

tinciones de médula ósea para detectar el daño in vivo de mutágenos 

químicos y demostró que la frecuencia de MN en células de ella está 

en conexión con el daño citogenético.Este investigador recomendó el 

conteo de micronúcleos con otras anomalles nucleares constituyéndose 

como "prueba de anomalía nuclear",siendo utilizada en los primeros 

intentos para substituir la observación directa de las tinciones de 

médula ósea para el análisis citogenético de metafases 

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

Al comienzo de los años setenta.Schmid y colaboradores.asi como 

Heddle iniciaron los estudios para determinar que parámetros podrían 

servir como indicadores útiles del daño citogenético en la médula 

ósea in viVQ .Este trabajo llevó a la conclusión de que la incidencia 

de eritrocitos policromáticos micronucleados EPCMN era un indicador 

útil en del daño citogenético: en médula ósea (Von Ledebrug y Schmid 

1973).En base a este trabajo fue posible el desarrollo de una prueba 

simple in vivo en donde la identificación de EPC micronucleados,nos 

permite evaluar el daño citogenético.esta prueba es ampliamente usada 

y referida comúnmente como "Prueba de Micronúcleos" (Schmid 1976). 

Puesto que los MN resultaron del daño citogenético en muchos 

tipos de células proliferantes.no hay una prueba única.sin embargo la 

importancia del estudio es evidente debido a su amplia aceptación. 

El incremento en el uso de varias pruebas de micronúcleos desde 

1973,indudablemente proviene de las ventajas principales como 

velocidad y simplicidad.Hedle en 1973 argumentó que el conteo de MN 

es 10 veces más rápido que el conteo de metafases.La velocidad y 

simplicidad no son las únicas ventajas pues los MN pueden observarse 
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en todas las fases dea ciclo celular y el número do ellas os 

ilimitado:el conteo de MN es fácilmente reconocido.y por personal con 

poco adiestramiento formal en citogenética. 

No se requiere un cariotipo favorable,y los MN formados durante 

la división celular persisten al monos durante la siguiente 

interfase,ya que el tiempo do muestreo es menos crItico.E1 daño 

ocurrido en algún estadio del ciclo celular puede ser observable 

como MN con solo un ciclo celular transcurrido .y un tiempo de 

fijación simple.es en principio suficiente .En la práctica .esto es 

necesario para asegurar que la división celular no ha sido bloqueada 

e In vive el tiempo permite a la forma mutagénica activa para 

alcanzar la población de células blanco previa la división próxima al 

conteo.Como resultado 2 o más muestras son requeridas normalmente 

(Mac Gregor 1990). 

La basal genética espontánea es baja y casi uniforme entre las 

especies (Hepple 1903) en la figura 1 se muestra el mecanismo de 

formación de los micronucleos. 
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El deterioro del huso acromático.el cual lleva e la exclusión 

del núcleo do les células hijas en el retraso de los cromosomas en la 

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

Esta prueba se puede realizar en una gran variedad de células 

tanto in viv ( en médula ósea.sangre periférica y células fetales de 

hígado ); 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 humanos y queratinocitos. 

3.a tritropoyeala 

El eritrocito es un vehículo para el transporte de la 

hemoglobina, la cual 	se produce en las células precursoras de los 

eritrocitos, los normoblastos.La función de la hemoglobina consiste 

en transportar oxígeno y dióxido 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 itl vitro se ha 

establecido que existen dos tipos de células productoras de 

eritrocitos, las unidades formadoras en estallido eritroides (UFE-

E). que son le forma más precoz y responden al estimulo de la 

interleucina 3 y la eritropoyetina, y las unidades formadoras de 

colonias eritroides (UFC-E). que se originan de las anteriores y 

responden a concentraciones bajas de eritropoyetina. estas células 

forman los pronormoblestos (Henry 1993). 
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El pronormoblasto es el primer precursor eritroide reconocible 

al microscopio, presenta un núcleo prominente que se tiñe 

Intensamente con colorantes basófilos y tiene un tamaño aproximado de 

20 micras, cuando éste se divide porduce dos normoblastos basófilos 

que son de menor tamaño. Estas células presentan una tinción nuclear 

que da la apariencia de una rueda con radios, la cantidad de 

citoplasma corresponde al 25% del total de la célula y es muy 

besófilo por le cantidad de RNA (Henry 1993).  

Después do la mitosis del normoblasto basófilo se presenta una 

policromasia en la célula debida a la producción de hemoglobina. por 

lo que las células resultantes son conocidas como 	normoblastos 

policromáticos; su tamaño es menor al de su precursor . el núcleo 

ocupa la mitad del volumen celular y su cromatina está moderadamente 

condensada y se colorea con intensidad. 	Esta célula sufre dos 

mitosis que dan como resultado la producción de normoblastos 

ortocromáticos. los cueles presentan un núcleo pequeño y denso 

(picnótico). 	citoplasma abundante con una gran concentración de 

hemoblogina y pocos polirribosomas. En este estadio ya no hay 

división mitótica y el núcleo es expulsado por movimientos ondulantes 

inequitativamente. resultando una porción pequeña. la cual contiene 

al núcleo y un poco de citoplasma con hemoglobina (fagocitada 

rapidamente por células del retículo).y una porción mayor que se 

convierte en reticulocito (Williams 1977). 

Durante el proceso de maduración se producen 3 o 4 divisiones 

motótices en un periodo de 3 días. lo cual origina la producción de 

16 reticulocitos por cede normoblasto.tos reticulocitos son 

anucleados y mayores que los hematíes maduros, y antes de ser 

liberados permanecen por uno o dos días en el estroma de le médula y 
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se mantienen aproximadamente un día en circulacion ( Henry 1993); en 

ellos se sintetiza aún hemoglobina por lo que presentan une 

coloración policromatófila. ya que 	contienen ribosomas residuales. 

mitocondrias y otros organelos que son eliminados hasta la maduración 

eritrocitica 

Loa eritrocitos en el humano permanecen 120 días en circulación. 

durante este tiempo envejecen gradualmente diminuyendo sus 

actividades enzimóticas y finalmente son destruidos por las células 

fagociticas del sistema retículo endotelial (Williams 1977).La figura 

2 presenta esquematiza el proceso eritropoyetico. 
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FIGURA 2. PROCESO ERITROPOYETICO (Henry 1993). 

1.CELULAS PLURIPOTENCIALES. 

2.CELULAS QUE RESPONDEN AL ESTIMULO DE ERITROPOYETINA (UFE-E Y UFC -E) 

3.PRONORMOBLASTOS. 

4.NORMOBLASTOS BASOFILOS. 

5.NORMOBLASTOS POLICROMATICOS, 

6.NORMOBLASTOS ORTOCROMATICOS. 

7.RETICULOCITOS. 

8.ERITROCITOS. 
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3.11tritrocitos pancromáticos 

El hecho de que en un estudio agudo se monitoree la presencia de 

micronúcleoe en eritrocitos policromaticos (EPC) se debe a que éstas 

son células jóvenes (reticulocitos) recientemente liberadas a la 

circulación.estos presentan una coloración mezclada do basofilia y 

eosinofilia.por lo que presentan un tinte azulado violáceo.son 

generalmente un poco mayores que los eritrocitos normocrómicos 

(ENC) y proceden de normoblastos que pierden su núcleo antes de que 

la hemoglobinización del protoplasma sea completa.generalmente un 

aumento en su número con respecto a los valores normales indica una 

eritropoyesis aumentada.La coloración azulada que presentan los EPC 

es por la presencia de ácido ribonucleico.en el momento de su 

diapedesis hacia la circulación, falta aproximadamente 20% del 

contenido final de hemoglobina por lo que aún conservan parte del 

aparato ribosómico para terminar la síntesis y constituir de esta 

manera una célula madura (Henry 1993).Debido a que son células 

producidas y liberadas durante el tiempo de estudio.constituyen la 

manera más eficaz de evaluar en ellas la afección de la actividad 

medular.asi como la capacidad clastógena de los compuestos en corto 

tiempo (Mac Gregor 1990), 

El número de EPC en circulación 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 loa 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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do micronúcleos el aumento puede deberse al efecto citotóxico de la 

sustancia, que obliga al organismo a acelerar el proceso.  

eritropoyético (Susuki 1993).  

La eritropoyettna es el regulador para la formación do 

eritrocitos en los mamiferos.el aumento en la circulación de esta 

hormona puede ser ocasionado por estados anóxicos por falta de 

oxigeno 	atmosférico.disminución 	del 	volumen 	sanguíneo 	,la 

concentración deficiente de hemoglobina o que ella se encuentre 

alterada,La ingesta de cobalto.produce un estado anóxico en el 

riñón,resultando en la producción de eritropoyetina y por lo tanto 

acelerando la eritropoyesis en médula ósea por lo que se registra un 

Incremento en la tasa de EPC (Suzuki 1993). 

3.c.haolusiones eritrocitarlas. 

En algunos casos los eritrocitos presentan cuerpos de inclusión, 

que son visibles cuando se tiñen con Wright o Giemsa,estos cuerpos 

aparecen en algunos casos clínicos. 

a)Núcleo. 

En casos de enfermedad,aparecen hematíes nucleados en la sangre 

periférica,sobre todo cuando la médula ósea se encuentra muy 

estimulada,estos son generalmente eritroblastos ortocrómicos con 

citoplasma hemoglobinizedo y pequeño:el núcleo es picnótico pero 

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

Se observan como fibras dentro de los eritrocitos y presentan 

una coloración púrpura .estan formados por restos de huso de 

microtubulos alterados. aparecen en el reticulocito.pueden presentar 

formas de anillos o de ochos (Henry 1993). 

c)Punteado basofilo. 

So observan como puntos basófilos gruesos o finos y varia su 

forma tamaño y distribuclón.cuando son ocasionados por hierro 

presentan una coloración azul al Wright y al azul de Prusia; su 

origen se debe a la precipitación patológica de ribosomas (Williams 

1977) 

d)Parasitos. 

Los parásitos como el de la malaria so asocian con puntos do 

Schuffnet.estas inclusiones presentan una coloración roja dentro de 

los hematies pero separadas del parásito (Williams 1977). 

e)Los cuerpos de Heinz 

Son cuerpos refringentes observables sin teñir o bien con 

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

por oxidación de ella (Henry 1993). 
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faCuorpos de Howel-Jolly 

Son pequeñas inclusiones corpusculares de alrededor de una micra 

de diámetro.no son refringentes y son de forma circular bien 

definida, presentan una coloración basófila (violeta a purpura);estan 

compuestos de material nuclear,este es el nombro que so les da e los 

micronucleos en hematología (Williams 1977). 

3.d.Prueba d. micronúcleos en ratón. 

De acuerdo con Mac Gregor (19901.01 tiempo de vida de un 

eritrocito en ratón es de 30 dias,y considera que el ciclo celular es 

de 10 a 20 horas.el lapso que transcurre de la división a la 

enucleación es de 6 horas .y el tiempo de los EPC en médula ósea es 

de 24 horas. 

Se propone que el tratamiento debe ser continuo y repetido por 

un tiempo suficiente para alcanzar una condición estable o 

pseudoestable 	en la cual las células micronucleadas alcanzan su 

frecuencia más alta en el compartimento de interés para el estudio,ya 

sea médula ósea o bien sangre perlferica.esta tasa permanece 

constante cuando la entrada de células que presentan el daño es 

balanceada con la pérdida de las mismas.En términos cinéticos la 

entrada de las células a un compartimento es determinada por la tasa 

de eliminación constante.que en el caso de eritrocitos micronucleados 

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

1990). 

Por lo anterior se deduce que el periodo de dosificación debe 

exceder el tiempo de vida de EPCs en médula ósea más el tiempo 

requerido para una división celular y la expulsión del núcleo, 
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Cuando so trata do un estudios subcronicos (90 di as) o crónicos 

(2 años).las células a analizar son los eritrocitos normocrómicos. al 

parecer es posible alcanzar una tasa estable cuando so ha tenido 45 

días de exposición.pues 	la frecuencia do eritrocitos policrcmáticos 

micronuecleados (ENCMN) tanto en sangro como en médula es igual a la 

frecuencia en ENC circulantes (Mac greqor 1990) 

En ensayos agudos.en donde el clastógeno actúa rápidamente y no 

presenta un efecto acumulativo, 	el régimen de exposición 

generalmente recomendado para una prueba de rutina es de una sola 

administración o bien dos con 24 horas de diferencia entre ellas. 

pues con ello nos aseguramos que el compuesto e probar actúe en las 

células dentro de su periodo de maduración.Si el tejido a analizar os 

medula ósea.la información se mantendrá en ella por aproximadamente 2 

dias.pero si se trata de realizar el estudio en sangre periférica se 

necesitarán 24 horas más 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 acumulativo o su 

acción sea lenta se requiero de un tiempo de dosificación más largo 

(Mac Gregor 1990). 

Una voz que se ha alcanzado un estado estable,hay un periodo de 

tiempo en el cual se obtiene el máximo de células micronucleadas 

cuando se trata de un estudio agudo.por ejemplo .en estudios 

realizados por Mac Gregor 	en 1990 utilizando mitomicina C y 

trietilenmelamina,se observa en ambos casos que el pico de EPCMN en 

médula ósea se tiene en las 24 horas posteriores a una administración 

simple.pero que esta frecuencia disminuye a las 48 horas en este 

tejido, mientras que en este tiempo se tiene la frecuencia máxima en 

sangre periférica.lo anterior en lo que se refiere a médula ósea 

coincide con los resultados presentados por Shelby 	(1991) el cual 

utilizó para su estudio mitomicina C como control positivo.teniendo 

su máximo a las 24 horas de administración. 
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En el estudio da Mac Gregor (1990) tambiún se reporta una 

disminución en la frecuencua de EPCMN a las 72 horas después de la 

administración en ambas tejidos, sin embargo en la parte del estudio 

subagudo 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 día se alcanza un máximo en EPCMN,y que esta tasa 

permanece más o menos constante en los días subsocuentes.esto nos 

indica que los ensayos de micronúcleos en corto tiempo 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 administración,es decir a las 96 horas de iniciado 

el ensayo.pues en este tiempo so ha alcanzado el estado estable tanto 

en medula ósea como en sangre. 

Cabe señalar que la tasa de MN basal es variable dependiendo de 

la cepa utilizada,un estudio realizado por Salamone y Mavournin 

1994) demostró que la frecuencia espontanea de MN analizando 

distintas cepas presentan variabilidad,aunque de manera general estos 

mantienen un rango en la mayoría 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 señalar que en este tipo de estudios el estado en el que se 

encuentren los ratones es muy importante,ya que el número de EPC 

varia de acuerdo a la edad de los ratones,encontrándose que en los 

ratones jóvenes el número de ellos en circulación es alto comparado 

con la tasa de EPC en ratones edultos.Además de la edad, el estado de 

salud de los animales ,y el que estos sean mantenidos en condiciones 

óptimas de alimento, agua, temperatura e iluminación, son factores 

que deben de considerarse pera evitar que ellos interfieran con los 

resultados (Solomon 1994). 
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4.11,01111178 ALLQUILMITla. 

Los agentes alquilantes son posiblemente las sustancias 

mutagénicas más potentes,ya que presentan más de un mecanismo de 

interacción 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 

caracterlstica en común de formar electrófilos muy potentes como el 

ion carbonio u otros intermediarios que forman enlaces covalentes con 

sitios blancos como son los grupos fosfato, amino, sulfhidrilo, 

hidroxilo, carboxilo e imidazol (Goodman 1986). presentes en las 

moléculas de un organismo. 

Todos esto agentes tienen varios mecanismos de acción.en lo que 

se refiere a su acción con el ADN: el primero es la transferencia de 

grupos metil o etil a las bases nl.trogenadas.en particular hacia la 

posición del carbono 6 ó 7 de la guanina.sin embargo Kaina (1993) 

reporta la formación de ¡otros sitios como el nitrógeno 3 y 1 de la 

adenina. el nitrógeno 3 y el oxigeno 6 de guanina y la alquilación 

del grupo fosfato de los nucleótidos, en uno de ellos la base es 

retirada teniendo un proceso de depurinación ocasionando la formación 

de 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 transición o cambio de una 

base púrica por otra púrica y de una pirimidica por otra de esta 

clase.o bien una transversión en la cual una base púrica es 

sustituida por una pirimidica y viceversa.cabe señalar que sólo los 

agentes alquilantes son capaces de dar ambos tipos de mutación 

puntual:lo anterior fue evaluado en bacterias (Gardner 1991). 
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También so tiene un mecanismo en el que la alquilación 

ocasionada por 	estos agentes activa procesos de reparación.lo cual 

ocasiona transversiones.transiciones y desfasamientos ,además de dar 

una reparación defectuosa Otro proceso de reparación consiste en 

transferir el grupo alquilroactivo al centro activo de una cistoina, 

como ocurre en el caso de tener una 06-alquilguanina que es reparada 

por le 06-metilguanina-ADN-metiltransferasa. que es una enzima 

presente en las células 	de mamíferos, la cual reduce la tasa de 

mutaciones puntuales.Las alquiltransferasas representan el principal 

mecanismo de protección en contra de los agentes alquilantes (Kaina 

1993). 

Cuando se tiene alquilada la posición 7N de la guanina.ocasiona 

que la forma predominante del nucleótido sea el tautómoro enólico y 

no el cetónico que es normalmente el predominante.al tenerse en su 

forma enólica.la guanina se une con timina y no con citosina.dando 

errores en la codificación (Gardner 1991). 

La alquilación de N7 puede labilizar el anillo imidazólico de la 

base nitrogenada.dando la posibilidad de que esta quede unida al 

ADN.o bien que este se remueva de la cadena ocasionando un 

huoco.Cuando la base es retirada teniendo un proceso de depurinación 

so da la formación 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 transición ( cambio de una base púrica por 

otra púrica y de una pirimidica por otra de esta clase),o bien una 

transversión en la cual una base púrica os sustituida por una 

pirimidica y viceversa.cabe señalar que sólo los agentes alquilantes 

son capaces de dar ambos tipos de mutación puntual;lo anterior fue 

evaluado en bacterias (Gardner 1991), 
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Los alquilantes sobro todo aquellos con dos grupos 

elquilreactivos ,pueden entrecruzan las cadenas de ADN al enlazar dos 

guaninas.con ello se impide la separación de las cadenas 

complemontarias.haciendo imposible la replicación (Goodman 1986).Los 

alquilantes.también presentan radiomimetismo.es decir provocan 

rupturas cromosómicas al igual que las radiaciones ionizantes.ya que 

al parecer. la formación de 06-metilguanina (O6MeG) parece ser el el 

primer paso para tener une aberración cromosómica.como lo considera 

Kaina (1993). 

De acuerdo con Galloway (1994) se tiene la hipótesis de que en 

la primera fase S de la replicación.podria continuar el paso de O6MeG 

al dejarla en la tira madre e insertando una base errónea (timina) en 

la recién sintetizada.en una siguiente fase S.la base incorrecta de 

la tira hija pude ser removida tenlendose la formación de una brecha 

en la cadena sencilla. Posiblemente estas brechas pueden convertirse 

en rupturas de la doble cadena y por último en aberraciones 

cromosómicas estructurales. 

Los elquilantes son considerados carcinogénicos. mutágenos. 

teratógenos e immunosupresores.sin embargo este tipo de agentes al 

interaccionar con el material genético .frenan la replicación y por 

ende la división celular.además de que las mutaciones ocasionadas a 

las células pueden ser letales,siendo esta la base para utilizarlos 

como agentes terapéuticos en procesos neoplasicos,aunque por otra 

parte en células normales.pueden desencadenar la aparición de 

propiedades alteradas en la superficie.que resulta en una división 

descontrolada y la pérdida de diferencieción,A continuación se 

presenta el mecanismo de alquilación del ADN en la figura 3 (Goodman 

1906). 
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FIGURA 3.MECANISMO DE ACCION DE LOS AGENTES ALQUILANTES SOBRE EL ADN 

(Goodmen 1986). 

1.TAUTOMERO ENOL DE GUANINA FAVORECIDO. 

2.ENTRECRUZAMIENTO CON UÑA SEGUNDA GUANINA. 

3.APAREAMIENTO ANORMAL G-T. 

4.DEPURINACION Y EXCISION DE LA CADENA, 

5.RUPTURA DEL ANILLO HETERICICLICO. 



Al parecer, se tiene una correlación entre la organización 

espacial de la cromatina y el acceso de los carcinógenos a ella; pues 

en el empaquetamiento del ADN en cromatina el ADN internucleosomal 

parece ser preferido como sitio de ataque de varios carcinógenos en 

oposición a lo encontrado en el ADN del nucleosoma.A1 parecer las 

histonas del core y la histona Hl (por sus residuos de arginina y 

lisina) interactúan con los grupos fosfatos del ADN protegiendo los 

sitios nucleotllicos (Nehls 1985) 

El mismo autor sugiero que las regiones de cromatina que 

transcriben, presentan una mayor frecuencia de aductos carcinógenos 

que la cromatina inactiva. Además el ADN vecino a estos puntos de 

ataque de la matriz nuclear ( que probablemente replican acompasados) 

y las partes activas transcripcionales del genoma parecen ser más 

accesibles a los carcinógenos. 

El ADN organizado en donde existen muchas repeticiones muestran 

ser menos accesibles a los carcinógenos activos.Por otro lado la 

replicación influye en la unión 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.tambión 

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 le posibilidad de 

realizar una substitución nucleofilica (SN).tal es el caso de las 

nitrosaminas por ejemplo la Etilnitrosourea, es un modelo de 

alquilante que sigue el modelo de SN1.on estas reacciones se tiene 

racemización.no importa el efecto estérico y se tiene un 

intermediario de reacción. 
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Existe una cantidad impresionante de agentes que actúan como 

alquilantes. algunos se presentan de forma directa. mientras que otros 

se forman dentro del mismo organismo . como os el caso de las 

nitrosaminas de las cuales se hablará en el capítulo siguiente. 
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5.3ITRITO DIC SODIO Y IIITROCOMPDSOT08, 

El nitrito de sodio tiene un poso molecular de 69 g /mol cuya 

fórmula es NaNO2. son cristales blancos o amarillentos son 

higroscópicos y muy solubles en agua y otros solventes polares.Puede 

ocurrir envenenamiento por ingestión, pero además puede ser usado 

como antídoto en casos de envenenamiento por cianuro, su efecto 

sistómico en el humano incluye alteraciones motoras,decremento de la 

presión arterial, dilatación arterial y venosa, nallsea, vómito, 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 considerables como aditivo (2000 mg/kg).Se ha 

comprobado que contribuyen a la formación de N-nitrosocompuestos. 

Ademas el nitrito presenta por si solo mecanismos de mutación tales 

como sustitución de bases o desfasamientos del DNA en bacterias como 

Salmwella typhimerlum (Balimandawa 1994). 

Como mencione anteriormente el ion NO2 no es un alquilante 

directo.sin embargo al combinarse con aminas y amidas en medio 

8cido.dan como resultado la formación .de agentes alquilantes.Los 

nitritos se pueden encontrar en alta proporción 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 19851. 
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Dentro de la industria el Nat402 es utilizado en embutidos.pues 

al reaccionar con la mioglobina presente un el tejido animal.da asi a 

la 	carno 	un 	color 	rojizo 	.mejorando 	las 	propiedades 

organolópticas.además es un agente muy efectivo contra la 

proliferación de esporas de Clostrldium botulinum. 

En la figura 4 se presenta el contenido aproximado de nitratos 

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

aminoacidos como prolina.arginina.lisina.etc al igual que aminas 

secundarias como cadaverina y putrecina.estos compuestos reaccionan 

en el medio ácido del estómago con el ácido nitroso formado e partir 

del ion nitrlto.formando así las nitrosaminas.las cuales son 

carcinógenas en especial para el tracto digestivo y urinario teniendo 

el mismo efecto sobre órganos reproductores.higado y cerebro. El ADN 

puede metilarse o etilarse por la acción de las nitrosaminas recién 

formadas (Derecho 1990).Le figura 5 muestra las rutas metabólicas del 

nitrito dentro del organismo. 
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Dentro de los intermediarios de reacción que pueden presentar 

algún efecto,se tiene el ácido nitroso (NA).de acuerdo con Martman 

)1994).01 NA actúa indirectamente como alquilante junto con 

compuestos nitrosados que formen los denominados aductos.lo cual de 

un espectro en lo que se refiere e las mutaciones 	por otra parte 

el NA induce entrecruzamientos entre las cadenas de ADN .que pueden 

provenir de dos residuos de G en una de los cadenas.lo quo 

distorsiona el duplex y facilita une deseminación oxidativa de la 

citocina. 

Algunos de los productos terminales que se pueden formar de este 

tipo de reacción son las nitrosaminas.estas son agentes alquilantes 

que tienen une vía de reacción de sutitución nucleofitica del tipo 

1.al parecer presentan un mayor rendimiento en la alquilador) de le 

posición 6 de la guanina,lo cual influyo en la alta capacidad de 

estos compuestos para °racionar mutaciones y carcinogénesis,también 

presentan efecto más pronunciado y prolongado que los 

metiletanosulfonatos (Me Caffrey 1994),Algunas nitrosaminas son 

utilizadas como antineoplásicos .pues éstas no necesiten activación 

ni degradación enzimática.E1 ion carbonio que se forma a partir de 

ellas es altamente electrofílico ,por lo que pueden alquilar una gran 

variedad de sustancias y por supuesto de ocasionar entrecruzamientoe 

en el ADN.Las nitrosaminas generalmente se utilizan como 

antitumorales y presentan efectos citotóxicos . tales como depresión 

de médula ósea reflejada en leucopenia y trombocitopénia (Goodman 

1986), 

Las nitrosaminas formadas endógenamente.generalmente no son 

detestables en sangre ,pues se excretan muy rápidamente por orina o 

bien porque se forman pequeñas cantidades . además de su capacidad de 

reaccionar muy velozmente con el material celular.A1 parecer le 
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cantidad de nitrosaminas formadas es proporcional al consumo de 

nitrato (Helmut 1984).E1 mismo autor indica que las nitrosaminas 

tienen al monos 20 sitios de alquilación Algunas nitrosaminas 

requieren de activación enzimattca, y se convierten en electrófilos 

al sufrir una oxidación,ejemplos do ellas son la dimetil, diotil y 

dibutilnitrosaminas.metilfenilnitrosamina y le streptozolna 

Dentro de los compuestos nitrosados se tiene a las 

nitrosourees.algunas son carcinógenas y pueden activarse en solución 

acuosa espontaneamente.algunas de ellas generalmente se utilizan 

como antitumorales ,dentro de las más conocidas se tienen la 

carmamustina.lomustina y semustina. y las que generalmente se usan 

dentro de protocolos de investigación son la metal y etilnitrosourea 

MeNU y EtNU .Las nitrosaminas presentan efectos citotóxicos . tales 

como depresión de la médula ósea reflejada en leucopenia y 

trombocitopenia (Goodman 1986): las figuras 6 y 7 presentan las 

formulas generales de las nitrosaminas y nitrosouresas 

respectivamente , Estas 	presentan el mecanismo de SNUno se conoce 

que formen radicales libres.La EtNU la cual ha sido la más 

estudiada.se descompone espontáneamente (en un tiempo medio de 8 

minutos) generando un ion reactivo etlldiazonio.que ea el reponsablo 

de le etilación del ADN en una docena de sitios diferentes (Noble 

1985), 

La MeNU se ha reportado como un potente carcinógeno.Ehling 

(1991) ,reportó que este agente puede causar mutaciones dominantes 

letales 	en' ratón, y al parecer en reportes consutados por 	él. 

presenta un mecanismo alquilante tanto In vivQ como In vitrQ.En los 

resultados de su experimento.concluyó que 	el compuesto induce 

mutaciones especificas de locus en espermatogonias y en general en 

todas las células germinales con excepción del espermatozoide. 
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La MeNU es un derivado de la reacción en modio acido del nitrito 

y la metilurea:esta en algunos protocolos como en el presentado por 

Bonatti en 1905 y Ehling en 1991. administran a los sujetos 

experimentales el compuesto terminal.Sin embargo Guzmán en 1994. 

reporta haber obtenido reacciones de nitrosación ln yj a, utilizando 

como modelo Dr112.121111.aMa111112gagter. pensando en lo anterior,nosotros 

intentamos llevar a cabo una nitrosación in vivo .el administrar al 

ratón vía oral nitrito y metilurea en solución acuosa. La metilurea 

tiene una fórmula condensada de C2 H6 N2 aun peso molecular de 74 1 

g....mol.me presenta como cristales con un punto de fusión de 101 

grados.muy soluble en aguase ha reportado que es moderadamente 

tóxica por ingestion.reacciona con agentes oxidantes.y al 

descomponerse al calor libera vapores tóxicos de oxidos nitrosos (Sax 

1989). 
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FIGURA 6.FORMULA GENERAL DE LAS NITROSAMINAS. 
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FIGURA 7.FORMULA GENERAL DE LAS NITROSOUREAS 
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ICLOROPELINA PAOSITEd Airrzormurrsa 

Debido a que el ser humano esta constantemente expuesto a 

diversos agentes mutagenos y carclnógenos.es necesario prevenir de 

alguna manera el efecto de ellos.Una opción viable para ello es el 

consumo de agentes antioxidantes tales como vitamina C y E.las cuales 

han demostrado tenor la capacidad de influir en la respuesta del 

organismo cuando se expone a un mutageno, cuando estos compueetos se 

consumen en la dieta (Chorvaticova 19911 

Los antioxidantes son efectivos depuradores o exterminadores de 

radicales 	libres,actúan 	sinérgicamente 	en 	la 	actividad 

biotransformadora de les enzimas hepáticasy en la prevención de la 

formación de nitrosaminas en el tracto digestivo (Chorvatovicova 

1991) :por otra parte Aidoo (1994) 	dice que los estudios 

epidemiológicos indicen que las dietas ricas en antioxidantes pueden 

reducir el riesgo de ciertos tipos de cáncer en el humano.Estos 

agentes son metabolizados y excretados 	rapidamente.por lo que no 

representan peligro para el consumidor (Nobuyudiu 1991) 

Esto tipo do agentes , generalmente actúan como desmutágenos o 

interceptores moleculares,es decir . previenen la formación de 

mutdgenos o los atrapan via tejido y organización celular La 

capacidad de ellos pare interceptar mutágenos depende de la 

fisicoquimica de las especies interactuantes,y del contenido de ellas 

en la dieta (Aidoo 1994). 

Uno de loe antioxidantes que han demostrado tener un amplio 

espectro de acción en este rubro es la clorofilina (CFNI, un derivado 

soluble en agua de la clorofila, le cual es sometida a hidrólisis 



50 

alcalina sustituyendo el grupo fitol y el metilo de la fórmula 

original por sodio o potasio dando una sal soluble Por otra parto al 

tratarse la clorofila con ácidos es posible remover el magnesio del 

centro de la estructura,sustituyendolo por otros metales tales como 

el hierro o el cobre.La cloroUllna os usada como colorante de 

jabones.aceites.grasas.ceras y como preservador en licores,cosméticos 

y porfumes,en vulcanización y agentes desodorantes en veterinaria se 

utiliza para la reducción de olores y corno promotor do el sanamiento 

de lesiones cutáneas.La clorofilina os un polvo de color verde 

obscuro cuya fórmula es C.', Hjj Ni  Na,, CuO, 	con peso molecular de 

722.14 g/mol. 
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La clorofila (CFL) ha mostrado ser responsable mayormente de la 

actividad antimutagénica de ciertos extractos vegetales (Wagner 

1991). y al parecer el alto contenido de ella en plantas verdes es lo 

que se estima potencialmente para que estas presenten actividad 

antimutágena y anticarcinógena (Gentile 1991). 

Sin embargo el mismo autor ha encontrado reportado que los 

extractos de plantas fotosintéticas ricas en CLF.tambien tienen una 

alta efectividad en la activación de promutagenos.depondiendo del 

contenido en ellas de enzimas tales como las peroxidases 

Al parecer no existe una diferencia en el mecanismo de acción de 

la CLF y CFN, y se sugiere que ambas actuan como interceptores 

moleculares,De acuerdo con lo encontrado por Dashwood (1992) cuando 

se administra CFN vta oral.este reduce 	la absorción de 

aminometaimidazolquinoleina (IQ) en intestino.y es por ello que la 

unión de IQ a ADN disminuye. al afectar la distribución y metabolismo 

de IQ.E1 autor propone que la CFN opera como un desmut8geno o 

interceptor molecular al formar complejos estequiométricos 2:1 con 

IQ.facilitando su excresión vía heces. 

Por otra parte dentro del mismo estudio .se propone que cuando 

la IQ actúa en tejido,la baja frecuencia de la unión del mutágeno al 

ADN.se debo a una inhibición enzimatica en el citocromo 

p45OIA2.acompeflado de un aumento en el compuesto no metabolizado 

(80%),que es fácilmente eliminado en orina,y por otea parte sugiere 

la interacción de la CFN con moléculas planas incluyendo 

procarcinógenos y sus metabolitos activos. con los cuales forma 

complejos disociables no covalentes.  



53 

El mismo Dahswood 
	

(1993) basado en otros estudios y en el 

propio.propone 3 mecanismos por los cuales la CFN interactúa 

reversiblemente. 

1.Disminuye la absorción o distribución de los carcinóeenos 

2.Disminuye la concentración efectiva del substrato en células 

blanco. 

3.Bloquea la interacción del ADN con compuestos electrifilicos. 

Se cree que las clorofilas forman complejos con moléculas 

planas, y que la adición de grupos metilo sobre o bajo el plano de 

heterociclo de una amina.puede interferir el 	translepe CFL-Mutegeno, 

la solubilidad del substrato y la ir-iteración con CFL so puede alterar 

con funciones nitro,disminuyendo la interacción entre ambos 

compuestos (Dahswood 1993). 

Por otra parte Dsahwood (1993) en el mismo trabajo,sugiere que 

el 	remplazo por cobre en la mólecula de CFN, dentro del núcleo 

protoporfirinico es menos critica para la inhibición que la presencia 

del anillo pirrólico.A1 parecer a nivel de tejido 1,10._mitri.le función 

de la CFN es formar complejos con el citocromo P4Se disminuyendo la 

actividad enzimittica de él;sln embargo In  vivo no se tiene claro el 

mecanismo mediante el cual la CFN disminuye la activación de 

cercinógenos a este nivel. 

Por otra parte la CFLN exhibe una actividad antitransformente en 

células tratadas con mezclas complejas de contaminantes aéreos de 

acuerdo con Chen 	(1994).EI propone que ello se debe a la 

intercepción do radicales libros en especial de oxigeno y a la 

intereccióncon loa grupos activos de compuestos mutngéntcom 
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Los mecanismos mencionados son congruentes eón les resultados 

obtenidos en otros estudios, por ejemplo 1-lentito 	119911 apoya la 

hipótesis de que la CFN interactúa directamente con el grupo activo 

de agentes tales corno la 4-nitroso-orto-fentlendtamina.mientras que 

Pérez (1994),piensa que la actividad del compuesto se debe a la 

formación de complejos entre la CFN y el mutageno.inactivandolo o 

bien interfiriendo su absorción como encontró que ocurre con la 

adriamicina. 

Con todo lo anterior.nosotros esperamos probar si la clorofilina 

puede interferir con el efecto clastógeno de las nitrosaminas 

producto de la administración de nitrito de sodio.a nivel de tejido 

por lo que se eligió la via intraperitoneal para la primera.con el 

fin de no intervenir en las reacciones do nitrosactón 
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MATERIAL 

iedinuffitz DE CILfirALSELt: 

8 vasos de precipitados.  

3 vidrios de reloj 

4 vasos coppling 

portaobjetos. 

cubreobjetos. 

J141111~ DIVERSO: 

balanza granataria. 

balanza analítica. 

espátula. 

pinzas 

jeringas de insulina. 

sonda epig6strica metálica. 

tijeras quirúrgicas 

jaulas. 

microscopio de contraste de fases. 

MArs.euz szosoarco: 

60 ratones machos cepa NHI, 
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~Activo& 

agua purificada. 

metilurea. 

nitrito de sodio. 

clorofilina. 

metanol. 

Giemsa, 

buffer de fosfato. 

resina. 

xilol. 

aceito de inmersión. 
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~TODO EXPERIMENTAL 

1.Se realizaron los cálculos para la preparación de soluciones de 

acuerdo a la posologla determinada previamente para el trabajo 

experimental,teniéndose que para metilurea la dosis a aplicar 

correspondió a 8 mg/kg de peso,para nitrito de sodio dosis de 10 

mg/kg .15 mg/kg y 20 mgikg.mientras que para la clorcfilina se 

consideró una dosis de 4 mg/kg de peso:por lo que se prepararon 

soluciones con concentraciones de 0.88 mg/m1 de metilurea .1.1 mgrml. 

1.65 mg/ml 	2 mg/ml de nitrito de sodio y 0 4 mg/m1 de 

clorofilina.todos ellos disueltos en agua. 

2.Se seleccionaron 60 ratones cepa NIH formando 10 lotes de 6 ratones 

cada uno.pesándose y marcándose previamente,distribuyendolos de 

manera que el peso de los lotes fuera uniforme 

3.Una vez ordenados se le tomaron a todos los lotes muestres.mediante 

la técnica de frotis de sangre periférica obtenida por un corte en la 

porción terminal de la cola del ratón,depositando una gota de sangre 

en un portaobjetos previamente desengrasado y limpio,realizando la 

extensión de la gota con la ayuda de otro portaobjetos colocado en un 

ángulo de 45 grados del primero.Las preparaciones se dejaron secar al 

aire y se les etiquetó con el número de lote y ratón;dichae 

preparaciones se designaron tiempo TO o lotes antes de la 

administración. 

4,Una vez realizadas las preparaciones (T0).se procedió a la 

administración de nuestras sustancias por vla oral.con excepción de 

la clorofilina la cual se adminnistró por via Intraperltoneal 30 
• 
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minutos después de la administración oral, todos en un volumen de 0.3 

ml de cada agente siguiendo el orden presentado a 

LOTE 	REACTIVO 

1 	 AGUA 	(testigo negativo) 

2 	 METILUREA 8 mg/kg 

3 	 METILUREA 8 mg/kg + NITRITO DE SODIO 10 

,...ontinuar:ión .  

mg kg 

4 NITRITO DE SODIO 10 mg/kg 

5 NITRITO DE SODIO 10 mg/kg + CLOROFIL1NA 4 mg/kg 

6 NITRITO DE SODIO 15 mg/kg 

7 NITRITO DE SODIO 15 mg/kg + CLOROFILINA 4 mg/kg 

8 NITRITO DE SODIO 20 mg/kg 

9 NITRITO DE SODIO 20 mg/kg + CLOROFILINA 4 	mg.-kg 

10 CLOROFILINA 4 mg/kg 

5.La inducción 	oral 	se 	realizó mediante 	una sonda epigástrica 

metálica adaptada a una jeringa plástica para insulina.La técnica 

consiste en sujetar al ratón tomándolo de la piel a la altura del 

cuello para posteriormente asegurarlo tomando la cola y curvándolo un 

poco para inmovilizarlo;se coloca en posición vertical al ratón y se 

introduce la sonda en la cavidad oral hasta llegar al 

esófago.vertlendo el contenido de la jeringa.ésto con el fin de 

evitar pérdidas durante la administración. 

6.La administración se efectuó nuevamente 	a las 24.48 y 72 horas 

después de la primera administración. 

7.A las 96 horas después de la administración inicial.se procedió a 

tomar los pesos de los animales y muestras sanguíneas a los 6 lotes 

de animales de la manera indicada en el apartado 3.estas muestras se 

denominen tiempo uno (T1) o lotes administrados.Posteriormente se 

procedió a sacrificar a los animales. 
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©.Los frotis sangulneos obtenidos en los tiempos TO y T1 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 tinción 

empleando colorante de Giemsa en buffer de 6.8 a 7 0 Para ello cada 

laminilla de prueba se observó en el mlcroscopto,nolecclonando lee 

mejores condiciones de tiempo para observar en las laminillas el 

correcto contraste y coloración celular. 

lO.Una vez obtenidas las condiciones óptimas de tinción.quo en este 

caso fue un tiempo de 15 minutos,se procedió a teñir por inmersión en 

un vaso de coppling. 

11.Una vez teñidas las preparaciones.se procedió a la lectura al 

microscopio de cada una de ellas tomando 5 animales por cada 

lote,considerando como parámetros a evaluar la diferencia de color 

entre dos tipos de células;los eritrocitos normocrómicos se observan 

al microscopio a 100x como células de color rosa,mientras que los 

eritrocitos policrométicos presentan una 	coloración azulada. Se 

procede a contar 1000 células cuantificando de acuerdo a la 

diferencia de coloraciones cuantas eran normocrómicas y cuantas 

policrométicas. 

12.También se cuantifican en 1000 eritrocitos policromaticos cuantos 

presentan micronúcleos.los cuales se observan como corpúsculos 

redondos,pequeños y bien definidos con une coloración púrpura 

13.Los resultados obtenidos de los pesos se analizaron mediante le 

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. se analizaron utilizando el programa 

estadístico PLOT 50.medlante las pruebas de Friedman para Medidas 

Repetidas con Análisis de Varianza por Rangos. en los casos en loe 

que se compararon el estado banal y el estado final .es decir. tiempo 

O y tiempo 1. 

15.Por otra parte se realizó la prueba de Fruskal-Wallis de un 

Sentido con Análisis de Varianza en Rangos para la comparación de los 

distintos lotes entre si a tiempo 1; tanto la prueba de Friedman como 

la de Kruskall-Wallis son pruebas no paramétricas. ya que siguiendo 

la recomendación de Daniels (1908). cuando no se conoce la 

distribución de las muestras no es pertinente realizar pruebas 

estadiscas de tipo paramétrico. 

16.En lo que se refiere a la relación EPC/ENC se evaluó la 

significancia estadística por comparación con las tablas de 

Kastembaum-Bowman (1970) basadas en las pruebas propuestas por 

Birnbaw y Kimbal, 
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DIAGRAMA DB FLUJO 

PESAR, MARCAR Y DISTRIBUIR A LOS ANIMALES 

r REALIZAR EL CORTE DE COLA Y REALIZAR MOTU! SANOTTINIOS 

 

ADMINISTRAR LO» COMPUESTO» VIA ORAL 

L 
30 MINUTO» DESPUES ADMINISTRAR LA CLOROPILINA VIA 

IXTRAPERITONZAL EN LOS LOTEA SELECCIONADOS 

REPETIR LA ADMINISTRACION A LAS 24, 48, Y 72 HORAS DE INICIADO EL 

ENSAYO 

TOMAR MUESTRA NUEVAMENTE A LAS 96 HORAS 

FIJAR LAS LAMINILLA& EN MICTANOL POR 3 MINUTOS Y TEÑIR CON Olt315A 

010 6.8 POR 15 MINUTOS 

CUANTIFICAR POR CADA ANIMAL 1000 ERITROCITO» TOTALES 

DETERMINANDO LA RELACION EPC/ENC 

CUANTIFICAR 1000 It2C, DETERMINANDO EL NUMERO DE ELLOS QUE 

PRESENTAN MICRONUCLEO 
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TALA 1. MULTADOS DR LOA PR104 PROMEDIO POR £011 ANTES ¡Y0) 
DRIPUR4111) DSL TRATAMIRNTO NO U 	INPRRENCIAA 

OIONIPICATIVAN CON ¿A MUERA 
Di ANOVA ~OS 

AGENTE 

TESTIGO 
MEU 
MEZ 
N 
N+C 
N 
N+C 
N 
NiC 

DOSIS 
m9/k9 

o 
e 

10+8 
10 

10+4 
15 

16+4 
20 

20+4 
4 

PESO 	 PESO 
DIA 1(T0) 	DIA 4 (T1) 
X(+/-)E.E. 	E(+1-)E.E. 
29.204-0.62 	28.68+-1.10 
28,68+-1.11 	27.884-0.94 
2818+-0.93 	28,72+-0.83 
27.424-0.42 	29.024-0.44 
28.424-0.97 	28.32+-1.37 
28.18+-0.90 	25.92+-0.93 
30.00+-0.93 28.004-1.47 
30.84+-0.90 	31.024-0.71 
28.904-1.47 	28004-1.83 
29.344-0.43 	29.65+-0.18 
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RESULTADOS 

En las siguientes tablas y gráficas so presentan los 

resultados obtenidos a partir del trabajo experimental 

En la tabla 1 se reportan los resultados promedio del 

peso de los animales. los cuales fueron evaluados mediante la 

prueba de ANOVA p=0.05 realizando comparaciones entre TO y TI 

Para cada lote. sin que se observaran resultados 

estadísticamente significativos.Como se puede ver los posos 

de los animales no varían mucho entre al teniéndose un rango 

de entre 26 a 31 g de peso, en donde le media de medias para 

TO es de 28.76 mientras que para T1 tiene un valor de 27.57, 

lo que indica que el tratamiento usado no repercute 

significativamente en el peso de los animales Lo anterior se 

aprecie claramente el le gráfico 1. 

TESP-TESTIOO, laU-METILDREA, MEZN 1M • MEZCLA DE NITRITO + MEITLURF.A N. NITRITO DE 

SODIO, C o CFLN-CLOROFILDIA , TO • TIEMPO O o TASA BASAL, TI - TEIMPO 1 o TASA TERMINAL. 
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?ALZA 2. MULTADOS Di LA MACION DI 11PC/SNC ANTSH (TO/ 
Y ~USA (T11 DK EXPERINDINTO. NO M T1ZtIIN DIMENCLSS 
sarAmánc..üttrirs 4IONITICATIVAI AL 11.114LIZAR iL ANAL!~ 
CON LAS PARLAS D Di KAIMUNBAWBORINIAN "0.01 

AGENTE DOSIS  EPC/ENC EPC/ENC 
mi1"0 DIA1rIn DIA 4 (T1) 

YES11G0 o 0.0074-0007 0.0344-0.006 
MEU 8 01136441006 0.0304-0.004 
MEZ 10+8 0.021614.0.010 00414-0.002 
N 10 0.0304-0.004 0,0404-0.006 
N+C 10+4 0.0384-0,006 0038+-0.009 
N 16 0027+4002 0.0474..0.004 
N+C 16+4 0,0244.0,007 0.0364-0.018 
N 20 0.0294-0.006 0.042+-0.014 
N+C 20+4 0.0334-0.007 0.0324-0008 

4 0.0264.0.006 0.0304-0.006 
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En lo referente a la relación EPC/ENC la tabla 2 

muestra los resultados tanto a TO como ^ TI con sus 

respectivas desviasiones estándar. En 	TO. la tara se aitua 

entre 0.026 y 0.038, mientras que en Ti el valor mlnimo es de 

0.030 y el máximo que corresponde a la dosis de nitrito de 15 

mg/kg se sitúa en 0.047, si bien no se tienen diferencias 

estadísticas significativas con la tablas de Mastembau-

Bowman, en los casos donde se administró ntittto de sodio se 

observa un incremento moderado, lo anterles se aprecia mejor 

en la gráfica 2, la cual contiene los datos gralicados a TO y 

Ti de cada lote. 

TEST- TESTIGO, MEU- METILUREA, MEZ Ni-M- MEZCLA DE NTIRITO MET1LUREA,N NTTR1TO DE 

SODIO, C o CFLN• CLOROFUINA.,EPC•ERITROCITOS POLICROMATICOS, ENC•ERITROUr03 

NORMOCROMICOS, TO -TEIMPO 00 TASA BASAD TI • TIEMPO 1 o TASA TERMINAL .  
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En la tabla 3 se presentan los resultados do todos los 

animales 	con 	respecto 	a 	la 	relación 	de 	eritrocitos 

policromaticosinormocrOmicos, corno so puede obsorvar el valor más 

alto es 0.066 registrado pare el ratón 4 del lote do nitrito a la 

dosis de 15 mg/kg y clorofilina. mientras que en la mayoría de los 

demás casos la tasa se encuentra entre 0.020 y 0 050, por lo que se 

puede establecer que el rango de la relación se encuentra entre 

estos 2 valores pare los animales utilizados en el experimento 

tanto a TO como a Ti. 

TABLA 4. RELACION EPC/ENC POR RATON EN CADA 
LOTE A TO Y Ti.  
LOTE RAT 1 RAT 2 RAT 3 RAT 4 RAT 5 

1 T- TO 0,034 0,050 0,038 0.036 0,030 

1 TI 0.029 0.027 0.041 0,034 0.034 

2 NEO 	TO 0.044 0.030 0.031 0.037 0.036 

2 T1 0.034 0.031 0.029 0.033 0.023 

3 HEZ 	TO 0.026 0.031 0.034 0.036 0.053 

3 T1 0.043 0,040 0.043 0.037 0.042 

4 N 	10 TO 0.028 0,029 0.030 0.026 0.037 

4 Ti 0.053 0,050 0.035 0.036 0,043 

5 N10+C TO 0,047 0.028 0.037 0.033 0.047 

5 Ti 0.040 0,042 0.049 0.024 0.037 

6 N15 	TO 0.029 0.029 0.023 0.025 0.033 

6 Ti 0.050 0.054 0.044 0.042 0.046 

7 N15+C TO 0.011 0.024 0.026 0.035 0.025 

7 Ti 0.017 0.034 0.030 0.066" 0.031 

8 N20 	TO 0.033 0.019 0.029 0.032 0.033 

8 TI 0,062 0.034 0.053 0.031 0.030 

9 N20+C TO 0.033 0.025 0.028 0.038 0.044 

9 Ti 0.042 0.020 0.038 0.029 0.034 

10 CLFN TO 0.033 0.035 0.021 0,021 0.023 

10 T1 0,030 0,021 0.040 0.031 0.028 

TEST• TEIITIGO, MEU• METILUREA, MEZ• MEZCLA DE NTTRIT01-METILUREA, N•NITRITO DE 

30DIO,C o CLFN•CLOROFILINA, TO• 	O o TASA BAZAL, TI • TIEMPO 4 o TASA TERMINAL 
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En lo referente a le frecuencia do EPCMN la tabla 4 

resume los resultados promedios tanto antes como despues del 

tratamiento con sus respectivos errores estandar para cada 

lote, como so puede apreciar en los resultados banales se 

tiene valores de 0.4 a 2.4. sin que se tengan diferencias 

significativas al compara entre los lotes. lo que indica una 

distribuicón uniforme en la frecuencia 	a 'ro Dentro de la 

misma tabla se presentan los lotes con diferencias 

estadísticamente significativas tanto para la prueba de 

Fridman en la comparación entre la tasa basal y la terminal 

de cada lote. como para la de Kruskall-Wallis. que se utilizó 

para comparar las tasa terminales entre todos los lotes. Como 

Se puede observar. los lotes administrados con nitrito tienen 

un Incremento mercado de EPCMN. dando signiticancia con 

respecto a la tasa besal de cada uno de acuerdo a la prueba 

de Friedman.Por otra parte la prueba de Kruskall-Wallis 

revela diferencias significativas de estos tres lotee contra 

el resto, sin embargo el valor de las medias de ellos se 

encuentra muy cercano, por lo no se tiene significancla en el 

incremento de la trecuecia entre los 3 lotes. 
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ni 	tlic101Ef 	F 	íniti 	i 
1 TABLA 4, RESULTADOS Di LA FRECUENCIA Di SPCAIN EN 1000 SPC 
2 ANTES ny Y DISPUSO 1111 DEL TRATAMIENTO, ANALIZADOS CON LAS 
9 PRUSIIAS Di FRIZDAIIII Y KRUE1CALL.IVALLII AMBAS CON UNA 
9 SIONIFICANC11 DEL 5%. 

6 . .. 	_ 
O

_.. 

AGENTE DOSIS 	EPCMN/1000EPC EPcM14/1000EPc 7 
8 mg49 	DIA O (TO) (X_+/-E E ) DIA 4 (TI) (X+/- E E • 

O 2 4.-0 06 I 8.-0 40 10 TEST 
I MEW1r1 82 0+-0 70 0 4.-0 31 
12 MEZ 10+8 1 2.-0 73 , 8+ -0 69 
13 1.41("I)  10 -- 1 2;-0 58 4 8.-0 3? 
14 N.C( 	) 10.4 2 2+-0 73 2 8.-0 37 
16 Ner) 16 0 O 4+- 24 5 0.-0 31 
18 N .C(1(") 15+4 0 1.-0 24 2 8.-0 48 
17 N(1(") 20 1.0+-0.31 6 8+-086 

18  N +G")(1 2014 1 4.-0 24 3 8.-0 86 
19 C 4 1 0.-0 31 1 8.-0 37 
20 . 
21 (m)SIONIFICANCIA ESTADISTICA PARA LA PRUEBA DE FRIEDHAN P•0.05 

22 femiSIoNIFICANCIA ESTADISTICA PARA LA PRUEBA DE RRnSKALL  
23 WALLIS 	p.D.DS 	- I 	! 	! 	

.. 

TEST-TEM-KM, MEU- METILUREA KEZ-MEZCLA DE NITRfl'O DE SODIO 1 METILUREA, N 

NTFRTITO DE SODIO, C o CLFI4- CLOROFILINA, TO- TIEMPO 0 0 TASA BASAL, TIEMPO 1 0 TASA 

TERMINAL. 

Las grafica 3 presenta los resultados anteriores en 

histograma,como se puede apreciar. las tasa banales de todos 

lo lotes tienen un comportamiento semejante al toner 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 gráficas siguientes.La gráfica 4 se refiere a 

los resultados de los lotes testigo, metilurea y mezcla, como 

se puede obaservar estos tres grupos tienen una tasa de EPCMN 

entre O y 2.6, tanto antes como después del tratamiento, en 

el caso de la metilurea. la tasa terminal os la menor 

registrada, dando diferencia estadísticamente significativa. 
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por otra parte la gráfica 5 presenta a los lotes 

administrados con nitrito y el testigo negativo. como se 

puede apreciar en los tres casos las tasa tominales de 

micronúcleos tienen valores muy superiores a los encofrados 

en el testigo y con respecto a su tasa banal. poro muy 

cercanos entre ellos.La grafica 6 presenta la frecuencia de 

EPCMN en los lotes administrados con nitrito. los 

administrados con nitrito y clorofilina 	además del testigo 

negativo y el testigo de clorofilina. en esta gráfica es 

fácilmente observable como los lotes tratados con clorofilina 

disminuyen la tasa de micronúcleos con respecto a los lotes 

administrados únicamente con nitrito de sodio 
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LOTE 	 RAT 1 	RAT 2 	RAT 3 	RAT 4 RAT 5 

1 TEST TO 2 2 0 5 3 

1 Ti 2 0 2 2 3 
2 MEU TO 2 3 2 2 1 
2 Ti 0 1 1 0 0 
3 MEZ TO 0 0 4 1 1 
3 TI 4 2 1 2 4 
4 N0210 TO 2 1 3 0 0 

4 Ti 4 6 5 5 4 
5 N1O+C TO 2 1 1 5 2 
5 TI 3 4 3 2 2 
6 N0215 TO 1 0 1 0 0 
6 Ti 5 5 6 4 5 

7 N15+C TO 1 1 1 0 0 
7 TI 2 2 2 4 4 
8 N0220 TO 1 2 0 1 1 
8 T1 0 3 7 5 6 
9 N20+C TO 1 1 2 2 1 

9 T1 3 3 4 5 4 

10 CLFN TO 1 0 1 1 2 

10 T1 1 1 3 2 
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Por último la tabla 5 presenta los teaultados de todos 

los animales tanto antes como después del tratamiento. 

TABLA 5. DATOS DE LA RELACION EPCMN POR 

RATON EN CADA LOTE A TO Y T1. 

TM- TESTIGO newnvoyau•minnuRrA, yaz - MEZCLA DE NITRITO DE SODIO Y 

METZUREA, N- NITRITO DE SODIO, C o CLFN- CLOROFILINA, 3D- TIEMPO 0 o TASA BASAL, 

TI- TIEMPO 1 o TASA TERYLINAL, 



.04,V9C11.9.YCM1  
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DISCUSION 

En lo concerniente a la relación EPCrENc como se observa en la 

tabla y gráfica 2 no se tuvieron diferencias significativas en 

ninguno de los lotes entre las tasas TO y Ti (9c,:o 01).aunque cuando 

se administró nitrito de sodio en sus diferentes dosis se observó 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 se observó en el 

caso en el que se administró el nitrito junto con metilurea La 

explicación de este fenómeno es quo el nitrito de sodio convierto la 

hemoglobina en metahemoglobina al cambiar el estado de oxidación del 

fierro presente en el grupo HEM y,como sabemos, la metabomoglobina es 

incapaz de transportar oxigeno.lo que puede ocasionar un estado de 

anoxia ligera, Susiki (1993) propone que este estado induro la 

producción de eritropoyetina y por ende una elevación en la cantidad 

de EPC circulantes.Por otra parte, el mismo Investigador indica que 

el aumento de eritropoyetina puede incrementar la producción de MN 

originados por los mutágenos, probablemente como consecuencia de la 

aceleración en la eritropoyesis.ya que el aumento en la proliferación 

de eritroblastos puede incrementar la suceptibilidad de las células a 

daños mutagénicos ,a1 disminuir la oportunidad para la reparación 

durante la fase S del ciclo celular (Salamanca 1992),además de que la 

formación del huso acromático podría interrumpirse 	durante una 

rápida división celular .Lo antes mencionado también puede ser una de 

las causas por las cuales se observa una elevación en el número de 

EPCMN a T1 en los lotes administrados con nitrito.  

Como se indica en los demás lotes la relación EPC/ENC permanece 

casi constante, 	por 	lo 	que 	se 	deduce 	que no se presentó 
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citoxicidad.el hecho de que el grupo control permanezca prácticamente 

sin cambio,nos indica que los resultados obtenidos solo se deben el 

efecto de los compuestos probados, y que no hubo interferencia de 

algún factor externo, como la dieta u otras condiciones 

experimentales.La homogenicidad de la relación EPC/ENC en estado 

basal nos proporcionó un valor promedio de 0.031. 

En loe grupos donde además de nitrito de sodio se administró 

clorofilina, se observó que la tasa basal y la terminal son muy 

cercanas (en las dosis de 10mg/kg y 20 mg/kg), sin embargo, en la 

dosis de nitrito de 15mg/kg y clorofilina se presentó un incremento 

de EPC ligeramente marcado, esta situación muestra que la clorofilina 

no disminuyó la citoxicidad del compuesto en la misma medida que en 

los otros dos lotes .sin embargo, el resultado se explica por la 

variación en uno de los ratones del lote cuya tasa de EPC/ENC casi se 

duplicó, a diferencia de los demás animales que mostraron un 

incremento muy leve.La causa de que este animal presente un elevado 

número de EPC (y que coincida con que también se observe un alto 

número de MN)puede deberse a un error durante la administración do 

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 aplicó la prueba 	de Vruskel•-Wallls 	para 

determinar posibles variaciones en las frecuencias do EPCMN a TO 

entre los lotes.el resultado del análisis indicó que no existen 

diferencias estadísticamente 
	

significativas (p=0 05),Io cual es 

evidente al haberse determinado medias que van de O a 2 EPCMN por 

cada 1000 EPC (Gráfica3),Estos datos son congruentes con los valores 

de MN que se presentan espontáneamente 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 do Friedman que 

compara los valores de cada lote a TO y TI indicó la siguiente 

información: 

En el lote testigo no se presentaron diferencias significativas 

entre le tasa basal y le terminal. lo cual indica que el experimento 

se desarrolló de manera adecuada y que no existió interferencia de 

factores externos como se puede apreciar en la Gráfica 4 

En el caso de la metilurea, se podría pensar que el compuesto 

actuó como un anticlastógeno. pues redujo significativamente (p=0,05) 

la frecuencia de EPCMN a T1 con respecto a la tasa registrada 

inicialmente (Gráfica 4). sin embargo esto no tiene ningún 

significado biológico ya que ambas lecturas se encuentran dentro de 

los valores normales registrados para la cepa utilizada Estos 

resultados no coinciden con lo observado previamente (Sax 

1989).aunque es conveniente señalar que aún hay controversia sobre 

la genotoxcicidad de la metilurea, ya que en un estudio reciente 

realizado por Guzmán (1994) se encontró que dicho agente es inocuo en 

Drosophila melanogaster utilizando la prueba de SMAPT.  

En el lote donde se hizo actuar la mezcla de nitrito de sodio y 

metilurea se esperaba la formación endógena del compuesto N-metil-n-

nitroaourea. 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 1985: Ehling 1991. Fenech 1991): y 

en estudios efectuados en Drosophila (Guzmán 1994) concluyeron que la 

combinación de ambas sustancias en el alimento elevó en forma 

significativa la frecuencia de muteciones.Nuestros resultados 

sugieren que la nitrosación 	vivo no se llevó e cabo y de acuerdo 

al comportamiento de los datos ,esto puede estar relacionado con las 

siguientes hipótesis: 
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1./Jún cuando se consideró que le estequiomotrla de la reacción es de 

1 a 1. es posible que 	las dosis administradas 110 mg,,kg para 

nitrito y 8 mg/kg para metilurea) de amboa compuestos no son 

suficientes para evidenciar el efecto de le nitrosaión 

2.Es posible que elementos presentes en la dieta do los animales 

tenióndose agentes antioxidantes corno el butilbldroxilanisol y ol 

acetato do vitamina A o que participen en roacciones de oxidación 

reducción tales como rivoflabina y biotina por ejemplo. hubieran 

influida para inhibir le reacción.o bien que le ~t'urea o el 

nitrito reaccionaran con otros elementos dioteticos y que esta 

interferencia sea 	la causa por la cual no se tuvo el efecto de 

potenciación de la clastogenicidad. 

Otro lote que no presenta diferencias significativas con la 

prueba de Friedman es el de clorofilina.lo cual nos indica que este 

compuesto no 'induce por si solo daño citogenetico. y el hecho de que 

tampoco incremente la relación EPC/ENC nos indica que tampoco es 

citotóxico y por ende se puede considerar inocuo al organismo. 

Al realizar las comparaciones do EPCMN entre el lote testigo.el 

de metilurea ,e1 de mezcla y el de clorofilina todos e Ti mediante 

la prueba de Kruskal-Wallis se tienen diteren,las significativas 

entre el testigo,la mezcla y la clorofilina en contra de la 

metilurea: esta diferencia se debe a que a Tl.los animales tratados 

con metilurea presentan una frecuencia menor a la del resto, e 

incluso menor que la tasa 	a TO: al comparar los tres lotes no se 

presentan diferencias significativas entre ellos pues presentan 

medias similares.estos resultados nos suguieren que los compuestos no 

tienen un efecto clastógeno (graficas 3 y 4) 



79 

En lo que se refiere e los tres lotes de nitrito, la comparación 

entre los resultados de EPCMN obtenidos a Tu y TI (Gráfica 5) ,revelo 

diferencias significativas (p=0.05) en los tres casos.como 

consecuencia de un considerable Incremento en la 	frecuencia de 

EPCMN. Por otra parte, al hacer las comparaciones entre los efectos 

del nitrito de sodio a las dosis de 10. 15 y 20 mg.'kg en el tiempo 1 

(mediante la prueba de Kruscall-Wallis p n 05), 	no se observó 

diferencia significativa entre 	los tres lotes. habiéndose 

determinado medias semejantes para los tres le que indica que el 

compuesto tuvo una respuesta de tipo cuantas. es decir. en todos 

ellos hubo un incremento do EPCMN consecuecia 	del efecto 

clastogénico de los compuestos formados endogenamento a partir del 

nitrito, pero éste no dependió de la dosis administrada La posible 

explicación que proponemos al respecto es que los elementos que 

reaccionan con el nitrito (qulza componentes de la dieta).actuan como 

un reactivo limitante, es decir, una vez agotados en la reaccion,e1 

nitrito restante es incapaz de formar más nitrosaminas. 

En el caso de los grupos administrados 	con nitrito y 

clorofílina,las comparaciones entre el efecto observado en TI con 

respecto a TO, mostraron diferencia significativa en los lotes do 

nitrito a las dosis de 15 y 20 mg/kg. pero tal diferencia no se 

presentó en la dosis más baja,Tamblén se estableció que el aumento en 

las dosis mencionadas fue mucho menor al detectado en eus 

contrapartes administradas exclusivamente con nitrito, lo cual 

demuestra que le clorcifilina si tuvo un efecto anticlastogénico Al, 

realizar las comparaciones múltiples entre los lotes de Nitrito de 

sodio e las dosis 10 mg/kg. 15 mg/kg y 20 mg/kg a TI y sus 

correspondientes contrapartes administradas con clorofilina.se 

observó que todas presentaron diferencias significativas,es decir. 

aquí el efecto de disminución en la tana de EPCMN por acción de la 

clorofiline se hizo estadísticamente evidente (Gráfica 5) 



SO 

Con respecto a la clorofilina. es conveniente enfatizar que el 

hecho de no haber presentado citoxicidad ni genotozicidad. y una 

evidente capacidad antlgenotóxica contra el daño [deducido por el 

nitrito sugiere que en estudios posteriores so r.lri 	incrementar la 

dosis con el fin de optimizar su efecto. 

Para determinar el efecto antigenotóxice. la )-loreftlina so ha 

probado por vta oral contra el efecto de mutageno como 2-amino-3- 

metílimidazol(4.5-flquinoleina en rata (Dashwood 1 	y adriamicina 

en Drosophila melanogaster (Pórez-Chiosa 1994) mientras que su 

capacidad antltransformante fue evaluada por Wn 11994) probándola 

contra mezclas complejas de carcinógenos utilizando cultivos de 

células BALB/3T3.En nuestro caso, utilizamos la vta intraporitonnal, 

primeramente para evitar interferenciae en In formación de 

nitrosaminas en el tracto digestivo y al tratarse de un estudio 

agudo, nosotros necesitabamos que el anticlasteeno se encontrara 

rápidamente en circulación. pues las nitrosaminas tienen un tiempo de 

vida media corto (Bartsch 1994).Como en nuestro estudio la 

clorofilina por vla intraperitoneal 	fue un eficiente inhibidor de 

MN.suponemos que actuó como un desmutageno es decir. como un 

interceptor molecular frente a las nitrosaminas. entidades altamente 

electrofilicas con las que la clorofilina puede formar complejos 

(Dashwood 1992). 
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CONCLUAVOIIIES 

I.Se demostró que el nitrito de sodio fue un eticionto indu,:t.or do la 

formación de micronúcleos en eritrocitos policromatico. al triplicar 

la frecuencia de ellos con respecto el testigo nogafivo 

2.Se determinó que el efecto anterior del nittito no dependió de la 

dosis administrada. 

3.Aún cuando no se presentan diforonciar estadísticamente 

significativas en la relación eritrocitos pelicromaticos / 

eritrocitos normocrómices, en los casos administados con nitrito do 

sodio se observa una tendencia al aumento de ella 

4.Se observó que la combinación do nitrito de sodio con metilurea. no 

presentó un efecto clastogónico. no indino modificación en la 

actividad eritropoyetica de la medula ósea 

5.La clorofilina a la dosis ensayada de 4 mg/ k1 fue un eficiente 

anticlastógeno contra el daño Inducido por el nitrito do sodio fa las 

dosis de 10 mg/kg .15 mg/kg y 20 mg/kg). 

6.Se estableció que la clorofilina no presentó eitótoxcicidad ni 

genotóxicidad, y que presenta un efecto anticlastogono al ser 

utiliada vIa intraperitoneal. 
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ABREVIATURAS 

A- Adenina. 

As- aminoácidos 

ADN- Acido desoxirribonucleico. 

ARN- Acido ribonucloico 

C- Citocina. 

CFL- Clorofila 

C.CLFN o CFN- 

ENC- Eritrocitos normocromicos. 

EPC- Eritrocitos policromáticos. 

EPCMN- Eritrocitos policromáticos micronucleados 

EtNU- EtlInitrosourea. 

G- Guanina. 

ICH- Intercambio de cromátides hermanas. 

MN- Micronúcleo.  

MeNU- Metilnitrosourea. 

MeU- Metilurea. 

MEZ- Mezcla de nirito de soio metilurea. 

NO2  .N- Nitrito de sodio. 

Pi- Base pirimidica. 

Pu- Base púrica. 

SN- Sustitución nucleofilica. 

T- Timina. 

TO- Tiempo cero o tasa basal. 

Ti- Tiempo 1 o tasa terminal. 

TEST. T(-)- Testigo negativo. 

U-- Uracilo. 

82 
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GLOSARIO 

ABERRACION CROMOSOMICA- Cambio en la estrutura o ~evo de los 

cromosomas. 

ACENTRICO- Fragmento o región del cromosoma que carece de centrómero 

ANTICLASTOGENO- Agente químico que impido las rupturas, cromosómicas 

ocasionadas por agentes físicos o químicos 

ANTIMUTAGENO- Agente que inhibe el efecto mutacional de sustancias o 

factores físicos. 

ANTINEOPLASICO- Farmaco utilizado en el tratamtento contra el cáncer 

al inhibir la proliferación celular. 

CARIOTIP0- Conjunto de cromosomas coractetistico do un individuo o 

especie. 

CITOTOXICIDAD- Efecto tóxico que se refleja como muerte celular. 

CLASTOGENO- Agente físico o químico que perdure rupturas 

cromosómicas. 

DESMUTAGENO- Agente que inhibe la acción de un mutágono, pero que no 

actúa en los proceso de reparación celular. sino de manera externa a 

ella. 

ERITROCITOS NORMOCROMICOS- Eritrocitos maduros del ratón 



Rd 

ERITROCITOS POLICROMATICO- Hematíes inmaduras del ratón que aún 

contienen una determinada cantidad de ARN 	le It) presentan una 

coloración basofila. suelen denominarse reticulocitos 

GEN- Porción de ADN que codifica para la producción di un determinado 

polipéptido o ARN. 

GENOTOXICIDAD- Efecto tóxico que se presenta :sobre el material 

genético. 

LOCUS- Localización exacta de un gen dentro de un cromosoma 

MUTACION- Cambio heredable en la secuencia o dispoición del ADN. 

NUCLEOTIDO- Monómero contituldo por una base nitreuenoda. un azucar y 

• un grupo fosfato. 

RESTITUCION- Reunión de un fragmento cromosemice en su sitio 

original, que impide la formación de una aberración cromosómica 

REZAGO ANAFASICO- Pérdida de un cromosoma al no migrar durante la 

anafase. 
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