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Resumen 

Desde hace mucho tiempo se utilizan un gran número de plantas a las que se les atribuyen 

ropiedades medicinales, entre éstas se encuentra el Gnaphalium oxyphyllum ,originaria de 

1éxico conocida tradicionalmente como Gordolobo, la cual se utiliza principalmente para el 

·atamiento de padecimientos respiratorios y para transtornos gástricos. A las plantas de este 

énero se les han determinado propiedades antioxidantes así como de potentes promotores 

rititumorales, tal actividad debida a la presencia de flavonoides que se encuentran en estas 

[antas. 

La presente investigación tuvo el objeto de conocer si esta especie de Gordolobo ejerce un 

:"ecto antigenotóxico en médula ósea de ratones expuestos al mutágeno daunorrubicina, mediante 

evaluación del número de intercambios de cromátidas hennanas (ICH). 

~imeramente, para objeto de estudio genotóxico se dispusieron 4 lotes, distnbuyéndose 5 ratones 

achos cepa NIH de 25 gr. de peso en cada lote, se les implantó una tableta de 5-

·omodesoxiuridina, se !es administró por vía oral el extracto ac1.1osv de Gordolobo a dosis de 

)0 y 1000 mg/Kg, se incluyó un lote de testigos negativos (agua) y uno de testigos positivos 

iclofosfamida 50 mg/Kg) Los ratones se sacrificaron a las 24 hrs. con la administración previa 

: colchicina, y se llevó a cabo la obtención de la médula ósea para finalmente realizar la tinción 

fercncial para la visualización de los ICH. 
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Para el ensayo antigenotóxico, se prepararon I O lotes, con 5 ratones cada uno con 

características similares a los anteriores. Los cuatro primeros lotes fueron administrados con el 

extracto de Gordolobo a las dosis de 50, 250, 500 y 1000 mg/Kg, a los cuatro siguientes se les 

administaron las mismas dosis de Gordolobo más daunorrubicina (1 O mg/Kg). Los animales 

control se administraron con agua (negativo) y daunorrubicina (positivo) a la misma dosis. El 

procedimiento se continuó de la misma manera que para el ensayo genotóxico. 

En los resultados obtenidos en el ensayo genotóxico no se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas en los ICHs entre el testigo negativo y los animales administrados 

con el extracto de Gordolobo. Con respecto a los resultados que se obtuvieron en el ensayo 

antigenotóxico, los animales tratados con el extracto de Gordolobo más la daunorrubicina 

mostraron diferencias estadísticamente significativas al compararlos con el control positivo 

(prueba t-student a= 0.05). Es decir hubo una disminución en el número de ICHs en los animales 

tratados con Gordolobo a las dosis de 250, 500 y 1000 mg/K.g más daunorrubicina. con respecto 

al testigo positivo; el indice de inhibición fué en un porcentaje del I 1, 53, y 61 % 

~cspectivamente. 

VI 



l. INTRODUCCION 

1.1. Mutágenos 

Una mutación se considera como un cambio en la secuencia de las bases nitrogenadas que 

constituyen al ácido desoxirribonucléico (ADN). Un mutágeno es cualquier agente capaz de 

producir una mutación Los agentes mutagénicos son de distinta naturaleza y pueden corresponder 

a agentes fisicos como la luz ultravioleta y las radiaciones o a un gran número de sustancias 

químicas, entre las que se incluyen fármacos empleados para tratamientos terapéuticos. Existen 

dos amplias categorías de mutágenos químicos, los de acción directa y los de acción indirecta, 

requiriendo estos últimos una posterior activación metabólica para convertirse en mutágenos 

Los mutágenos pueden producir mutaciones que ocurren en las células somáticas o en las 

células gaméticas. En el primer caso están relacionadas con la aparición del cáncer (cancerígeno), 

con el proceso de envejecimiento celular, y cuando el daño se produce durante la gestación 

(teratógeno) (Salamanca, 1990). 

1.1 l. Agentes Físicos 

Los agentes fisicos que incluyen a las radiaciones y que son las más importantes en la 

mutagénesis pueden ser divididas en dos categorías, radiaciones ionizantes y radiaciones no 

ionizantes. Entre las primeras se hallan los rayos X y los rayos gamma; los rayos alfa y !os rayos 

beta~ los electrones, los neutrones, y los protones Entre las radiaciones no ionizantes se encuentra 

la luz visible y la luz ultravioleta (UV) que tiene importancia desde el punto de vista de sus efectos 

mutagénicos (Lcvine, L 1979) 

Las radiaciones ionizantes presumiblemente causan rompimiento en el ADN por acción directa 

de la energía de radiación rompiendo los enlaces fosfodiéstcr o indirectamente de la interacción de 

sustancias reactivas formadas en la célula por energía de radiación con el ADN Se ha visto que 



!os rompimientos en la doble cadena a ADN son producidos mtracelularmente en presencia de 

oxígeno y tienen una relación lineal con la dosis de la radiación Los rompimientos de una sola 

cadena, son iniciados por pérdida de un átomo de hidrógeno en una desoxirribosa formando un 

radical El radical reacciona con el oxígeno para formar un radical peroxi y romper la cadena 

(Wagner, 1992). 

Si estos rompimientos ocurren en el mismo cromosoma, pueden dar lugar a deficiencias e 

inversiones. Si las roturas ocurren en cromosomas no homólogos se pueden producir 

translocaciones. Estas radiaciones también pueden producir mutaciones puntuales, 

Cuando los ácidos nucleicos absorben luz UV, la energía absorbida puede producir alteraciones 

en las características de enlace de las purinas y las pirirnidinas Se ha visto que estas últimas son 

más propensas a estos cambios que las purinas Una de las consecuencias de la alteración de las 

características de enlace consiste en la formación de enlaces covalentes entre pirimidinas 

adyacentes de la misma cadena de ADN. Las pirimidinas unidas reciben el nombre de dímeros De 

los tres tipos posibles de dímeros que se pueden formar, el dímero de timina es el que se forma con 

mayor facilidad. La dimerización interfiere en el apareamiento correcto de la timina con la adenina 

y puede dar lugar a que la timina se aparee con la guanina; esto produciría una transición de A-T a 

C-G. Otros fotoproductos como los dímeros de citosma, se forman en menor cantidad y producen 

mutaciones al ser desaminados y convertidos en dímeros de uracilo, puesto que este actúa como la 

tirnina, esto dará lugar a una transición de G-C a A-T (Levine, L. 1979). 

En los dímeros de timina, estas dos pirímidinas compiten por uniones de hidrógeno a bases 

complementanas (AA) situadas en !a cadena complementana, los <limeros de timina producen una 

distorsión local en el AON Esta clase de lesiones interrumpe la acción de la ADN po!imcrasa no 

rcconoc1c11do ahora la copia de estas dos timinas, la replicación se ve bloqueada a este nivel y 

2 



puede resultar en muerte celular, mutaciones sin sentido y rompimiento de la hebra, a no ser que 

sea reparado (Etienne,D. I 988; Wagner, 1992). 

1.1.2 Agentes Químicos 

Los compuestos químicos que resultan mutagénicos pueden ser agrupados según sus 

propiedades y sus mecanismos de inducción del fenómeno mutacional (Salamanca, 1990). 

Los análogos de bases son bases púricas o pirimídicas que difieren ligeramente a las 

encontradas en el ADN. Tales bases son el 5-bromouracilo (5-BrU) y las 2-aminopurinas. La 

manera en la cual los análogos de base producen mutaciones, es mediante la incorporación de la 

base análoga durante la replicación del ADN y un apareamiento equivocado con otra base 

n!trogenada de la cadena complementaria. Ejemplos de este tipo de mutación es e! 5-BrU, dando 

como resultado las transiciones GC a AT ó AT a GC. 

Otro mecanismo por el cual se producen transiciones del mismo tipo, es por la desaminación de 

la citosina a uracilo y de la adenina a la hipoxantina (la cual se aparea igual que la guanina); estas 

desarninaciones son provocadas por el mutágeno ácido nitroso. 

Los agentes alquilantes son otro grupo de mutágenos conocidos, entre estos se encuentran las 

mostazas nitrogenadas, el rnetil metano sulfonato y !as etilen-eneirnina Estos compuestos 

producen la alquilación en las bases del ADN, la base más vulnerable es la guanina que es atacada 

más frecuentemente en los sitios O y el N 9 

El daño que causan los agentes alquilantes al ADN son el detenimiento en la replicación y por 

consecuencia de la división celular, siendo estas mutaciones letales, por lo que son usados como 

agentes antincoplásicos (Goodman, 1994). También los agentes alquilantes pueden provocar 

rupturas cromosómicas, esto es , cuando se remueve la base alquilada se forma un espacio que 

puede desencadenar en una doble rnptura (Rothwcll. 1983) 



Existe otro tipo de compuestos químicos, como los colorantes derivados de la acridina, o como 

los antibióticos antracíclicos, que se intercalan en la doble hélice del ADN, en general son 

moléculas aromáticas o heteroaromáticas con series de anillos planos que tienen la propiedad de 

insertarse entre los pares de bases de la doble hélice. Esta intercalación se da por la interacción en 

la transferencia de cargas, en enlaces de hidrógeno, y fuerzas electroestáticas. La interacción es no 

covalente, lo cual hace que la hélice este rígida, causa que los pares de bases se separen 

verticalmente, y que además distorsione la unión azúcar-fosfato La destrucción de la estructura 

regular de la hélice, hace que se desenrrolle el ADN, interfiriendo con la acción de las enzimas que 

se unen al ADN como la topoisomerasa, alterando el grado de superenrrollamiento, y la ADN 

polirnerasa (Silverman, 1992). Puede provocar mutaciones por corrimiento, desfasarniento 

transtrocamiento. Algunos originan uniones entre las bases de la misma o diferente cadena 

(Salamanca, 1990). 

Existen fármacos anticancerígenos que son conocidos por actuar en la enzima topoisornerasa II, 

para estabilizarse en un complejo temario ADN-fármaco-topoisomerasa II. Este complejo puede 

conducir a eventos de recombinación ilegítima, así como a la formación de otras lesiones. La 

genotoxicidad mediante la topoisomerasa II depende fuertemente del status del ciclo celular de la 

célula blanco Algunos de los efectos que causan estos agentes directos de la enzima 

topoisornerasa II, es la reducción, condensación y fragmentación de la cromatina, e interferencia 

con la acción de la polimerasa (Ferguson, 1994). 



1.1 2.1. Ciclofosfamida 

La ciclofosfamida (CCF) es un citotóxico no específico del ciclo celular, es un agente 

antiproliferativo el cual es usado en diversos problemas médicos como neoplasias, transplante de 

tejidos y enfermedades inflamatorias. Químicamente es un bioprecursor inerte de una potente 

mostaza nitrogenada de un agente alquilante (Wermuth, 1996). 

Este compuesto es usado ampliamente como farmaco anticancerígeno, principalmente por su 

toxicidad en células tumorales hipóxicas. La CCF es activada metabólicamente por enzimas 

microsomales de el sistema citocromo P-450 antes de la ionización de los átomos de cloro y la 

formación subsecuente del ion cíclico etilendiamonio. La reacción metabólica inicial es la 

oxidación a 4-hidroxiciclofosfamida, seguida de la deshidrogenación de este compuesto y de la 

aldofosfamida, el compuesto se desactiva a los metabolitos urinarios 4-oxociclofosfamida y 

carboxifosfamida, mientras que la aldofosfamida se mantiene en equilibrio redox con !a 

alcofosfarnida. En células tumorales relativamente anaeróbicas, los metabolitos biológicamente 

activos son la mostaza fosforamida y el metabolito tóxico acroleina, que son producidos por la 

aldofosfamida en una reacción limitante de .B-eliminación. Esto puede ser notado en que la 4-

hidroxiciclofosfamida esta también en equilibrio de hidratación/deshidratación con la 

correspondiente forma amino. (Fig l).(Testa, !995; Si!verman, 1992; Craig, 1990). 

La CCF es la mostaza nitrogenada más versatil y más usada en exámenes preclínicos, posee un 

amplio espectro de actividad de todos los agentes alquilantes; la administración de la CCF ejerce 

sus efectos citotóxicos en virtud de su capacidad para entrecruzar las cadenas del ADN, reacciona 

con los dos compuestos c!oro-eti! con una base del nucleótido adyacente (Craig, l 990, Smith, 

1993) 
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Fig 1. Esquema metabólico parcial de la ciclcfosfamida (Testa, 1995) 

1.2 2.Daunorrubicina 

La daunorrubicina es un antibiótico antracíclico que es producido por el hongo Streptococcus 

peucetms var. caesms , existen otros antibióticos antracíc!icos de igual naturaleza que difieren un 

poco en su estructura química y que se empican para e! mismo fin La daunorrnbicina se ha 

empleado preferentemente contra leucemias agudas La utilidad clínica de este agente 

queda limitada por la aparición de card1omiopatias, cuya presencia depende de !a dosis letal del 

fármaco (Goodman, 1996) 
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Los antibióticos antracíclicos poseen estructuras anulares tetracíclicas con un azúcar poco 

común, la daunosamina, unida por enlace glucosídico. Los agentes citotóxicos de esta categoría 

tienen fracciones quinona e hidroquinona en anillos vecinos, lo cual les permite actuar como 

agentes receptores y donadores de electrones. (Fig.2). 

o 

1 

OCH, H,CO - OH O J 
~ 
OH 

Fig 2. Estructura de la daunonubicina (Westendorf, 1984) 

Existen algunas controversias en cuanto al mecanismo de acción de este compuesto ya que 

ejerce diferentes acciones biológicas, en síntesis puede haber varias posibilidades en las que la 

daunonubicina produzca daño al ADN: 

a) Por intercalación 

b) Producción de radicales libres (de semiquinona, o,·-, ·OH) 

e) Formación de complejo férrico 

d) Por alquilación 

Por intercalación. 

Este compuesto es característico por su habilidad de intercalarse dentro del ADN, forma el 

complejo temario con la topoisomerasa II y el ADN, provocando la inhibición de la replicación y 

de la transcripción Estudios con rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN) de un modelo 

del complejo daunorrubicina-oligonuclcótido muestra que los oligonucleótidos forman seis pares 

de bases a la derecha de la doble hélice con dos moléculas de daunorrubicina intercaladas en la 
7 



secuencia d(CpG). El cromóforo tetracíclico está orientado ortogonalmente a lo largo de la 

dimensión de los pares de bases, y el anillo que tiene el sustituyente aminoazúcar empuja hacia el 

interior del surco menor , (Fig 3). Los sustituyentes en este anillo unen al hidrógeno al par de 

bases por encima y debajo del sitio de intercalación. El aminoazúcar casi cubre el surco menor, 

pero sin unirse al ADN. El complejo es estabilizado por energía estática y por enlaces de 

hidrógeno a los grupos hidroxil y carbonil del C-9 de el anillo con el sustituyente (Silverman, 

1992; Gringauz, 1997). 

Fig 3. Estructura de la daunorrubicina intercalada dentro de oligonucleótidos 

(Silverman, l 992) 

Producción de radicales libres. 

Otro mecanismo de daño al ADN es la transferencia química de electrones. La reducción de un 

electrón de la antraciclina, catalizada por flavoproteinas como la NADPH- citocromo P-450 

reductasa, produce el radical de semiquinona de la antraciclina, (Fig 4). , el cual puede transferir 

un electrón al oxígeno para regenerar la antraciclina y producir superóxido ( 0:i" ). Ambos el 

superóxido y los radicales aniones de serniquinona de la antracicHna pueden generar el radical 

hidroxil (-OH) (Fig 5), el cual es conocido por dañar al ADN(Goodman, l 996, Silverman, 1992). 
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Fig4. Mecanismo de transferencia de electrones para dañar al ADN (Silverman, 1992) 

2 o,-· + 2Ir > H,O, + o, 

20,-· + H,O, HO· + o, 

o 

H,O, + b > a + HO + Ho· 

o 

o,-· + Fe3 ... -a > o, + Fe2
+ - a 

Fe2 ... _ a + H,O, > Fe3 
... - a + HO + Ho· 

HO + ADN > Ruptura de cadena 

Fig 5 Generación de radicales hidroxil de la semiquinona de antraciclina (S1lverman, 1992) 

Formación del complejo férrico. 

Una tercera posibilidad para provocar el daño al ADN por la daunormbicina, es la formación de 

un complejo férrico, el cual se une a! ADN por un mecanismo diferente al de intercalación y 
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significativamente muy fuerte. Este complejo férrico puede reaccionar con superóxido para dar 

oxígeno y el correspondiente complejo ferroso, (Fig.6). La reducción del ion ferroso con el 

peróxido de hidrógeno es conocida como reacción de Fenton, la cual es usada en el método 

estandar para la generación de radicales hidroxil cuando se hace marcage de ADN (Silverman, 

1992). 

,..-'"'-. 
O' O o 

~OH 

i'--
0 
1 

: •• H 

6'~······ 
Azúcar 

Fig 6. Complejo férrico-daunorrubicina (Silverman, 1992) 

Como la generación de los radicales hidroxil ocurre adyacente al ADN, es improbable que los 

atrapadores de radicales pudieran ser un método efectivo de protección celular, como fue 

demostrado con antibióticos de antraciclina en la inducción de toxicidad cardiaca (Gringauz, 

1997). 

Por alquilación 

Un cuarto mecanismo propuesto para la acción de las antraciclinas involucra una reducción de 

dos electrones para reducir la antraciclína, el cual se piensa causa la eliminación espontánea del 

azúcar (Schreiber, 1987). Esto podría generar un receptor Michael, el cual puede ser capaz de 

,Iquilar al ADN (Fig 7). Sin embargo, se ha encontrado que es muy dificil que la daunorrubicina 

;ufra !a eliminación del azúcar Posiblemente la chminac1ón del azúcar ocurre con el estado de 

)xidación de la scmiquinona (Wermuth, 1996, Si!vcrman, 1992) 
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Las actividades biológicas de las antraciclinas son de alta complejidad. Se ha detectado la 

oxidación de bases del ADN en células apoptóticas después de la inducción de la daunorrubicina , 

siendo más frecuente la 8-hidroxiguanina, incrementandose significativamente confonne aumenta 

la dosis; así como también se ven aumentados los rompimientos de las cadenas ADN, indicando 

estos resultados que la muerte celular está relacionada con el daño oxidativo del ADN (Muller, 

1997). 

Los antibióticos antitumorales de antraciclina como potentes agentes genotóxicos y 

carcinógenos, se han investigado, con la finalidad de observar los diferentes efectos que presenta 

en diversos organismos; los estudios revelan que son altamente activos en ensayos de mutagénesis 

en Sa/monel/a typhimurium y en células de hamster chino V79 (Westendorf, 1994). A los 

derivados antracíclicos como parte de régimenes de tratamientos contra el cáncer, se les ha 

determinado el daño que pueden ocasionar en diferentes organos, a parte de la bien conocida 

cardiomiopatia que pueden originar; y se ha encontrado que causan neurotoxicidad en ratas, 

además de ser hepatotóxicas, y se ha visto que las vitaminas E y C tienen un efecto protectivo 

antioxidante en hepatocitos (Chibowsky, 1996; Joshi, 1996) 

Existen investigaciones que indican que altas dosis de daunorrubicina inducen peroxidación de 

lípidos en tejido renal de ratas, estimulando la activación de DT-diaforasas y destoxificación 

mediante glutatión (GSH) (Dioudis, 1996). 

La resistencia a la daunorrubicina es atribuido a la elevada expresión del gen de la glicoproteína 

PI 70 que bombea el f'armaco fuera de la célula, para disminuir la actividad de la enzima de 

reparación topoisomerasa 11, y para aumentar la producción de glutatión, el cual atrapa a los 

radicales libres y peróxidos. 
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1.2. Mutación y Cáncer 

Aunque pocas formas de cáncer son asociadas con la niñez, para la mayoría de los cánceres la 

incidencia aumenta marcadamente con la edad. Por ejemplo, la tasa de muerte de cáncer de 

intestino grueso, aumenta más de mil veces entre las edades de 30 y 80, y esto es típico en muchos 

cánceres; el cáncer surge cuando una célula acumula diversas mutaciones específicas. Las 

mutaciones pueden ocunir en algún tiempo, la probabilidad de que una célula en particular pueda 

adquirir una mutación incrementa en proporción directa con la edad (Watson, 1987). 

Hay evidencia sustancial de que las mutaciones son necesarias para causar cáncer. Para la 

primera mitad de este siglo, muchas investigaciones fueron enfocadas en identificar agentes que 

pudieran inducir mutaciones y por consiguiente cánceres en experimentos en animales Los 

primeros agentes que fueron encontrados fueron los virus, eventualmente ciertos químicos y 

también la radiación fueron mostrados para inducir tumores en animales y células transformadas en 

cultivos de tejidos; con el entendimiento profundo de que el mecanismo de acción de estos 

agentes inducían cáncer a nivel de ADN. Hoy, esto es ampliamente aceptado de que el cáncer es 

una enfermedad de un mal funcionamiento celular de genes o una innecesaria expresión genética 

viral (Ballantyne, 1993). 

Existen evidencias importantes que sostienen el concepto de que la mayoría de los cánceres 

humanos surgen de la interacción entre el ambiente (incluyendo a la dieta, el cigarrillo, etc ) y el 

material genético de las células, y no de simples predisposiciones hereditarias; esto deriva de la 

observación de que emigrantes adquieren ripidamente el riesgo de cáncer de la ciudad. Se han 

acumulado evidencias epidemiológicas que muestran que la mayoria de los cánceres estan 

asociados a factores ambientales y estilos de vida, tales como exposición a productos químicos y 

radiaciones, hábitos de fumar, prácticas sexuales, etc (Flores, I 995). 
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Se cree que los productos químicos son culpables en la mayoria de los casos, y que un 

porcentaje menor los virus son responsables de cánceres en humanos, los virus causantes de 

cáncer han sido estudiados ampliamente en experimentos con animales, estos estudios condujeron 

al descubrimiento de que genes de cáncer celulares, llamados oncogenes, pueden ser activados por 

virus, radiación y carcinógenos químicos Los oncogenes son genes que se han identificado en 

células transformadas; en células normales, estan totalmente inactivados y se les denomina 

protooncogenes, su función es durante el desarrollo y finaliza en una etapa determinada del 

crecimiento celular. 

Estudios epidemiológicos han implicado a los virus como agentes etiológicos solamente en 

ciertos cánceres. Estos incluyen el virus de Epstein-Barr ( que causa el linforna Burkitt y linfoma 

nasofaringeo ), el virus de la hepatitis B y C ( causa cáncer de rugado), el papilomavirus humano 

( causa cancer cervical) y el virus de leucemias de células T. 

La radiación ultravioleta es el agente que ha sido reconocido como el mayor causante de cáncer 

de piel, con excepción del rnelanoma maligno. Las radiaciones estan involucradas en variedades de 

cánceres , particularmente en aquellos que comprenden el sistema linfático y la sangre, pero 

también en cáncer de mama, cerebro y tiroides 

Los productos químicos en el desarrollo del cáncer fueron asociados cuando se observó que el 

contacto prolongado con hollín, alquitrán de hulla, petróleo, aumentaba la aparición de cáncer en 

la piel, pulmón y otros tejidos. Cuando se logró sintetizar compuestos químicos puros, como los 

hidrocarburos policíclicos aromáticos (por ejemplo el benzo(a)pireno), se establecieron 

experimentos en ammales, induciendo la formación de cánceres de piel en roedores, como 

resultado de la aplicación directa. 

Uno de los más importantes químicos para la población, son los constituyentes del humo del 

tabaco; otros incluyen productos derivados de la combustión, constituyentes de la comida o los 
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formados durante la preparación de ésta (por ejemplo, nitrosaminas, hidrazinas, triacenos, aminas 

heterocíclicas, etc). También se ha reconocido que los carcinógenos pueden ser producidos 

endógenamente a través de procesos fisiológicos como la inflamación, stress oxidativo, 

desbalances nutricionales y hormonales, y lesiones repetidas en tejidos (Ames, 1983). 

1.3, Antimutágenos 

A las sustancias capaces de contrarrestar o disminuir el daño mutagénico independientemente 

de los mecanismos involucrados se les conoce como antimutágenos (Ames, 1983). 

Los antimutágenos son clasificados de acuerdo a sus mecanismos de acción o a la etapa en la 

cual ejercen sus acciones (Tabla 1 ). Existen diversas clasificaciones de antimutágenos; Ramel y 

Alekperov, clasifican a los inhibidores de mutagénesis dependiendo de la etapa en la cual 

desempeñan sus efectos protectores: la etapa 1 involucra a aquellos inhibidores que intervienen 

extracelularmente, al prevenir la formación de químicos genotóxicos de compuestos precursores, y 

la etapa 2 a los que actúan intracelularmente, denominados bloqueadores que impiden que 

compuestos genotóxicos alcancen sitios blanco en la célula (Ramel, 1986). De otro modo, Kada 

clasificó a estas sustancias como, a aquellas que actúan antes de la reacción de un mutágeno con el 

ADN como "dismutágenos"; estos comprenden compuestos de alto peso molecular, inhibidores 

sobre la acción metabólica de mutágenos, y agentes que interfieren con la producción de 

mutágenos a partir de sus precursores químicos; este parece ser el mecanismo más selectivo por el 

cual los componentes de la dieta ejercen los efectos sobre el mecanismo de los compuestos y la 

carcinogénesis. Así también, Kada propuso el término "biomutágeno" para las sustancias 

antimutagénicas que reducen la frecuencia mutacional después de que el ADN ha sido dañado por 

mutágenos (Ramel, 1986; Wattenberg, 1985). 
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Tabla 1 . Agentes antimutagénicos que reducen la tasa de mutaciones espontáneas e 

inducidas (Graf, 1997) 

Existen estudios anteriores que mostraron que los componentes de la dieta pueden impedir la 

carcinogénesis por lo siguiente : bloqueo de la activación metabólica que es controlado por 

reacciones de oxidación o conjugación., incrementan la destoxificación metabólica y proporcionan 

blancos alternativos para rnetabolitos electrofilicos. Los compuestos fitoquímicos en particular han 

incrementado los niveles de glutatión, glutatión transferasa y glucuronil transferasa para facilitar 

la destrucción de electrófilos y oxidantes reactivos (FNPC, 1997). 

Nutrientes esenciales que mostraron la inhibición química de tumores inducidos incluyendo a la 

vitamina A, la cual mostró la inhibición de la formación de carcimorna en tejido epitelial por 

hidrocarburos policíclicos aromáticos: riboflavin, que inhibe el cáncer de hígado causado por 

colorantes azo en ratas, además quercetina , un flavonoidc que ha mostrado marcadamente la 

supresión del efecto promotor de la tclocidina en la formación de papilomas en piel de ratón 

(Nishino, 1984). 
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En estudios epidemiológicos recientes se sugieren patrones de dieta protectivos, estas 

investigaciones proponen que dietas ricas en vegetales y frutas se asocian con una reducción del 

riesgo de cáncer en una variedad de órganos. Modulaciones de la dieta en el proceso de cáncer se 

han aplicado a todas las clases de químicos. Los nutrientes muestran efectos regulatorios en 

cánceres experimentales, incluye: rnacronutrientes (grasas, carbohidratos, proteínas y fibra); 

vitaminas (ácido fálico, riboflavina, B-caroteno, retinol, a-tocoferol y vitamina B12); y minerales 

(selenio, zinc, magnesio y calcio). Muchos de estos efectos modulatorios observados en animales 

han sido también reportados en estudios epidemiológicos en humano (FNPC, J 997). 

1.4. Radicales Libres 

Los radicales libres son especies químicas que tienen un único electrón en su orbital externo. En 

tal estado, el radical es extremadamente activo e inestable y reacciona con sustancias químicas 

orgánicas (proteínas, lípidos, carbohidratos) e inorgánicas, particularmente con moléculas de la 

membrana y ácidos nucleicos. Más aún, los radicales libres inician reacciones autocatalíticas en las 

que las moléculas con las que se relacionan se convierten en radicales libres, propagando así la 

reacción dañina en cadena (Balz Frei, 1994) 

Los radicales libres pueden ser iniciados dentro de las células: 1) por absorción de energía 

radiante (por ejemplo, luz UV, rayos X), 2) por reacciones endógenas, generalmente oxidativas, 

que ocurren durante los procesos metabólicos nonnales, ó 3) por el metabolismo enzimático de 

sustancias químicas exógenas o fármacos {por ejemplo, el tetracloruro de carbono). Casi cualquier 

átomo puede tener en su orbital externo un único electrón, pero el oxígeno y el carbono son los de 

mayor relevancia biológica (Robbins, 1990). 
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Existen muchas enfermedades en las cuales los radicales libres han sido implicados, en parte 

porque estas moléculas reactivas pueden producir cambios en los tejidos identificados durante la 

expresión de una variedad de toxicidades y procesos degenerativos Sin embargo, muchas de las 

transformaciones químicas observadas en tejidos podrían ser consecuencia de daños producidos a 

través de otros mecanismos Con muy pocas excepciones, estableciendo cuales radicales son 

participantes significativos en la iniciación o progresión de una especie tóxica o enfermedad (Balz 

Frei, 1994). 

l.4.1. Tipos de Radicales Libres 

La autooxidación, procesos bioquímicos, radiaciones y muchos otros agentes y procesos son 

conocidos por generar radicales libres. Una amplia variedad de radicales pueden ser generados en 

biosistemas por su compleja composición. Los radicales libres pueden ser convenientemente 

agrupados de acuerdo a sus características de reactividad química. Basado en sus propiedades 

químicas los radicales pueden ser situados arbitrariamente dentro de dos categorías· radicales 

localizados y deslocalizados, o radicales resonantes. 

Radicales localizados. El electrón impar es localizado predominantemente en uno de los átomos 

de la molécula. Basado en el tipo de átomo en el cual ellos residen, además estan subdivididos 

dentro de los siguientes grupos: C ( R-CH-R' ); O u Oxy ( ·OH, ROO·, RO·, ·O,-); N ( R2N· ), S 

( RS· ); y otros. 

Radicales deslocalizados o radicales resonantes. El electrón impar esta distribuido entre 

diferentes átomos dentro del radical. Consecuentemente, el radical tiene diferentes formas 

mesoméricas y es estabilizado por resonancia. Ellos además pueden ser subdivididos en: Alifáticos 

(bisalicílicos, aductos); Aromáticos (radicales fenoxi y ciclohexadienil); Heterocíclicos ( guanil, 

adenil, aductos heterocíclícos) (Simic, 1988). 
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Radicales derivados del oxígeno. Como es bien sabido el oxígeno normalmente sufre una 

reducción de cuatro electrones al pasar a H2O, catalizado por la citocromo-oxidasa. Sin embargo, 

la presencia de oxígeno intracelular también permite la producción inadvertida de especies de 

oxígeno intennedias parcialmente reducidas, tóxicas. Las formas más importantes son el 

superóxido (02· ), el peróxido de hidrógeno (Hz02 ) y los iones hidroxilo (·OH). Estas formas 

pueden producirse por la actividad de diversas enzimas oxidativas, en diferentes sitios de la célula­

citosol, mitocondrias o enzirnáticamente, por las enzimas citoplasrnáticas como la xantina oxidasa, 

el citocromo P-450 y otras oxidasas 

Ü2 oxidasa,, 02 · 

Una vez producido el superóxido puede ser inactivado espontáneamente o, más rápidamente 

por la enzima superóxido dismutasa (SOD), formándose lli02. 

Of + o,· + 2:ff SOD) lli02 + 02 

El peróxido de hidrógeno es producido por dismutación de o,·, como ya se ha explicado o 

directamente por las oxidasas presentes en los peroxisomas. 

Los radicales hidroxilo son generados 1) por la hidrólisis de agua producida por las radiaciones 

ionizantes o por, 2) interacción con metales transicionales (por ejemplo, hierro y cobre) en la 

reacción de Fenton 

Fe + H,02 -------> 

en la reacción de Haber-Weiss 

Fe +·OH + -OH 

lli02 + o,· --------> · OH + -OH + o, 

El hierro es particularmente importante en la lesión tóxica del oxígeno. La mayor parte del 

hierro libre está en forma férrica (Fe III) y debe ser reducido a ferroso (Fe Il) para ser activo en la 
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reacción de Fenton. Esta reacción puede ser magnificada por el superóxido, por lo que es 

importante en la generación de · OH (Robbins, 1990) 

1.4.2. Reacciones características de los radicales 

Existen trt:s clases de reacciones de radicales que son reconocidas; extracción del átomo, 

transferencia de electrones y adición del radical (Smith, 1992). Productos característicos de estas 

reacciones generales han sido identificados en sistemas biológicos y estudiados en relación a la 

lesión de tejidos. 

Además, lo importante de las reacciones de radicales es su potencial para proceder en 

reacciones en cadena que mantienen entre sí mismos, consistiendo de reacciones de iniciación y 

propagación. Las reacciones de iniciación resultan en la creación de especies con electrones 

impares. La hendidura homolítica de peróxidos o compuestos azo son ejemplos de reacciones de 

iniciación de radicales (a). Las reacciones de propagación son aquellas en la cual el carácter del 

radical es retenido o transferido (b,c,d) (LH, molécula lipídica, L·, radical del carbón, LOO·, 

radical lipídico peroxii; LOOH, hidroperóxido lipídico). 

Iniciación A - B -----> A· + B· (a) 

Propagación 

Terminación 

A· + LH -------> AH + L· (b) 

L· + ·00· ----- > LOO· (c) 

LOO· + LH ------> LOOH + L· (d) 

L· + L· -----> L - L 

L· + LOO· ----->- LOOL 
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Las reacciones de propagación usualmente acontecen por la vasta mayoría de los productos de 

formación de procesos de radicales libres, como en la peroxidación de lípidos no enzimática. Las 

reacciones de terminación resultan en la conversión de radicales en productos spin pares ( e,f,}. 

La reacción inicial de la vitamina E y otros antioxidantes fenólicos (ArOH) con radicales 

lipídicos intermedios (LOO·) es la transferencia del átomo de H fenólico, de este modo 

extinguiendo o atrapando el intermediario LOO·. pero generando el correspondiente radical 

fenoxil (ArO·) (g). Aunque no formalmente terminada la cadena radical, los radicales fenoxil 

sirven para ser menos reactivos en una matriz biológica (Balz Frei, 1994). 

ArOH + LOO· ArO· + LOOH (g) 

1.4.3. Origen celular de los radicales libres 

Los radicales de oxígeno y especies relacionadas con radicales libres son generados en la célula 

como parte de productos del metabolismo normal (Fig.8) (Das, D. 1990). La importancia del 

origen de los radicales en algún desorden específico es muchas veces desconocido, y el papel 

relativo que juegan en las lesiones de los tejidos varia con las condiciones experimentales 

específicas empleadas. Parece probable que la formación de radicales es frecuentemente 

secundario al proceso de la enfermedad primaria. Por ejemplo, siguiendo muchos tipos de tejido 

lesionado, incluyendo trauma, células con ruptura y liberación de su contenido. Ese contenido 

incluye iones de metales de transición que pueden catalizar rápidamente transformaciones a radical 

y lesionar tejidos. La activación de fagocitos y la ruptura de la función mitocondrial pudiera 

también resultar en la formación de exceso de especies reactivas de oxígeno, porque estos 

procesos rutinariamente esran acompañados de lesión de tejidos 
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Las reacciones redox ocurren durante el transporte de electrones en organelos subcelulares o en 

la membrana, son responsables de la generación de aniones superóxido (02 ·), peróxido de 

hidrógeno (H202) y radicales hidroxil (·OH). De esta manera la mitocondria, peroxisomas, núcleo, 

el retículo endoplásmico son sitios de formación de radicales oxi bajo condiciones fisiológicas 

(Freeman, 1982) 
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Fig. 8. Origen celular de radicales libres (Balz Frei, 1994) 

l .4.4. Química y reactividad de los radicales libres en sistemas biológicos 

Los radicales libres en biomoléculas pueden conducir a una variedad de consecuencias 

biológicas como mutaciones, daño al sistema inmune, etc. (Simic, 1988). La exposición de tejidos 

a radicales libres y oxidantes en diversos sistemas experimentales han documentado la capacidad 

de estas especies para producir daño. Lípidos, proteínas y ADN son capaces de reaccionar con 

radicales y oxidantes, y se han observados cambios que proporcionan una explicación de e! 

resultado de daño a células o tejidos En general, parece que el efecto acumulativo de cambios 
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inducidos por radicales libres es la causa más inmediata de la muerte celular (Robbins, l 990; Balz 

Frei, 1994). 

Lípidos. Los lípidos han sido ampliamente estudiados por su estructura y funcionamiento 

crítico en las membranas, y por su relativa facilidad con la cual la producción de peroxidación de 

lípidos pueden ser medidos 

La peroxidación de lípidos inicia por los radicales hidroxilo, que reaccionan con los ácidos 

grasos insaturados de los fosfolípidos de la membrana, para generar radicales libres de ácidos 

orgánicos. que, a su vez, reaccionan rápidamente con el oxígeno formándose peróxidos. Los 

peróxidos a su vez, actúan entonces como radicales libres, iniciando una reacción catalítica en 

cadena que da lugar a una mayor pérdida de ácidos grasos insaturados y a una extensa lesión de la 

membrana (Robbins, 1990). 

Proteínas. En años recientes las proteínas han recibido la mayor atención como blanco para 

reaccionar con radicales libres. La oxidación de proteínas puede llegar a una disminución de 

grupos sulfidrilos, además de modificación de aminoácidos llegando a la formación de carbonilos y 

otros compuestos oxidados. La oxidación de proteínas son mucho más susceptibles a la protcólisis 

y a la acumulación de grupos carbonilos en proteínas mas viejas (Stadman, 1990). El incremento 

en la oxidación de proteínas puede complicarse con la edad disminuyendo el funcionamiento 

bioquímico y fisiológico, y puede reflejar daño irreparado de otras macromoléculas celulares como 

el ADN (Stadman, 1992). Como con los lipidos, la remoción de proteínas oxidadas es un proceso 

seguido, y es solamente cuando la cantidad en las que son producidas se excede en su remoción o 

desplazamiento con las nuevas, !as moléculas completamente funcionales que lesionan a la célula 

llegan a ser evidentes 
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Ácidos nucleicos Los ribonucleótidos así corno los desoxirribonucleótidos son blancos 

sensibles para radicales y especies reactivas de oxígeno (Floyd, 1991). Los sitios moleculares 

primarios de ataque son las bases heterocíclicas purínicas y pirimídicas. Pero los compuestos 

ribosil y desoxirribosil son también directos o algunas veces indirectos sitios de reacción. Las 

reacciones causan modificaciones de las bases heterocíclicas de compuestos desoxiribosil, pero 

también rompimientos sencillos y dobles de cadena. Muchas de estas lesiones son sin embargo, 

rápidamente reparadas pero el real potencial genotóxico es aún debatido e inexplorado Las 

modificaciones de las bases, incluido la adición de grupos químicos (principalmente OH) y 

abertura del anillo(s) y rearreglos moleculares, conducen al cambio en una base única 

(principalmente guanina/citosina a, adenina/timina) o delecciones de bases en el ADN, algunas de 

las cuales son reconocidas por ser mutagénicas. Las reacciones de los compuestos (desoxi)ribosil 

llegan a la degradación oxidativa de la estructura del carbohidrato, seguida de la ruptura de la 

fosforribosa. Además de este efecto directo en la estructura de los poli( desoxi)ribonucleótidos, el 

rompimiento de la cadena de ADN podría indirectamente causar muerte celular. 

Una hipótesis para explicar la muerte celular después de la exposición a especies reactivas de 

oxígeno involucra a la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa, la cual es activada siguiendo el daño 

al ADN mediado por peróxido (Schraufstatter, 1986). Una vez activada la enzima, puede utilizar 

grandes cantidades de NAD para reparar el daño al ADN por especies reactivas de oxígeno. 

Cuando se agota el NAD se daña a la célula la capacidad para producir ATP, conduciendo a la 

deficiencia de energía, cambios en la homeostasis del calcio y acabando con la muerte celular. 

Aunque este concepto no es el más adecuado para explicar la lesión oxidante, parece claro que los 

radicales libres pueden destruir vías esenciales para el mantenimiento del estado normal de los 



nucleótidos, que son necesarios para el funcionamiento de muchas enzimas, y s1 no son 

abiertamente dañados, al menos son más susceptibles a otra lesión (Cerutti, 1985). 

Como una consecuencia de la tensión oxidativa intracelular, el incremento en la concentración 

intracelular de calcio libre puede conducir a la activación de endonucleasas, seguido de la hidrólisis 

de ácidos nucleicos como parte de la apoptosis (Orrenius, 1988). 

El origen más importante de los radicales y/o de las especies reactivas de oxígeno que han sido 

usadas experimentalmente y son probablemente la causa del daño a los ácidos nucleicos son: 

radiaciones ionizantes, fotooxidación, efectos locales de productos químicos de especies reactivas 

alrededor o dentro de los ácidos nucleicos. 

Se pensó que el 02 ( el cual causa rompimientos de cadena limitados y modificaciones limitadas 

de bases) y el H202 han mostrado modificar las bases heterocíclicas en nucleótidos aislados y 

ADN, pero el reactivo más común es el ·OH. En este caso la generación de ·OH por reacción con 

metales iónicos unidos fuera ó muy cercanos a la doble cadena de ADN es considerado el origen 

más probable Cada ion metálico puede estar siempre presente unido al ADN ó a proteínas 

nucleares, pueden ser liberados de almacenamientos celulares por tensión oxidativa ó pueden ser 

de origen exógeno. Más aún, algunos xenobióticos (por ejemplo, la daunorrubicina, o la 

bleomicina) pueden intercalarse dentro de la doble cadena como ya se ha visto y también crear 

complejos con iones metálicos, dentro de la molécula de ADN (Roberfroid, 1995). 

1.4.5. Radicales libres y enfermedad 

Las enfermedades clínicas asociadas con los radicales libres cada día son más, esto por una 

parte debido a la capacidad de los radicales libres para inducir estados patológicos que se asemejan 

a una amplia variedad de enfermedades. Aunque esto implica un proceso oxidativo, solo en muy 
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pocos casos ha sido bien establecido. Se ha observado que los radicales juegan un papel 

fundamental en relativamente pocos estados patológicos, pero podrían tener una delicada 

contribución en muchas otras enfennedades Las siguientes enfennedades son algunas de las 

cuales se sabe que los radicales libres causan ó contribuyen a la formación de los procesos 

patológicos. 

Cáncer 

Los mecanismos de carcinogénesis química han sido ampliamente estudiados en modelos 

animales y estan categorizados dentro de al menos tres categorias: iniciación, promoción y 

progresión. Para la carcinogénesis humana, el proceso puede ser en apariencia como una serie de 

eventos (incluyendo los tres estados identificados en animales): 

* Exposición al agente 

* Metabolización del agente 

* Interacción entre el agente y la célula (especialmente ADN) - iniciación 

* Reparación del daño al ADN, muerte de la célula ó persistencia y replicación de células 

anormales dentro del tejido 

* Crecimiento de las células anormales (célula pre-neoplásicas) - promoción 

* Crecimiento de el tumor y es extendido a otras partes del cuerpo - progresión 

La iniciación es un proceso irreversible y se realiza cada que carcinogenos endógenos o 

exógenos alteran el ADN, la potencia de estos carcinógenos parece estar determinada por la 

estabilidad de aductos formados con el ADN y por su capacidad de inducir alteraciones hcredabies 

en los genes blancos Entre estos carcinógenos, existen evidencias experimentales de que las 

especies reactivas de oxígeno tienen un papel importante en la iniciación, promoción y progresión 

de tumores. Estas especies son rnutagénicas en células de mamíferos in vitre, y también son 
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responsables de la transfonnación celular. Se han identificado algunas mutaciones específicas, y 

está bien establecido que las especies reactivas de oxígeno pueden alterar la actividad de las 

cinasas y una variedad de genes (Harris, I 992). Además, como se ha mencionado, del 

rompimiento del ADN inducido por poli(ADP)ribosa de proteínas cromosómicas 

Existen hipótesis que indican que las modificaciones del ADN mediante especies reactivas de 

oxígeno pueden afectar regiones específicas del ADN y ser responsables de activación de 

oncogenes y/o de la inactivación de antioncogenes. Hay evidencias que respaldan esta hipótesis, 

que incluyen datos que muestran que 8-hidoxí-2' -deoxiguanosina puede causar descodificación 

(Frenkel. 1989) y generar exógenamente especies reactivas de oxígeno induciendo la expresión de 

algunos oncogenes (Fig.9) (Cerutti, 1993). 

PROMOTOR PROCARCINOGENO/CARCINOGENO FAGOCITOS 
'~ 

,------- ESPECIES REACTIVAS DE OXIGEN'+------. 

ACTIVAC!ON DE FACTORES 

DE TRANSCRJPC!ON 

TRANSFORMACION DEL ADN 

/OXIDACION 

~VACION 

l DE CINASAS 

Fig 9 Las especies reactivas de oxígeno tienen un papel importante en el desarrollo de cáncer 

(Balz freí, 1994) 
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Los radicales de oxígeno y especies relacionadas podrían también estar involucradas en la 

promoción. Un grupo bien estudiado en la promoción de tumores son los esteres de forbol, no 

solamente pueden producir cambios en la expresión genética causando además la adopción de 

cambios de las características fenotípicas de células tumorales, pero también pueden causar 

inflamación para liberar superóxido. El papel de las células inflamatorias en el combate con el 

desarrollo de tumores es paradójico, ya que se ha observado que la inflamación puede contribuir a 

la promoción de tumores La liberación de superóxido por células fagocíticas seguida de la 

estimulación de esteres de forbol es proporcional a su actividad promotora (Burdon, 1993; 

Cerutti, 1993). 

b) Otras enfennedades 

Existen otras enfermedades relacionadas a los radicales libres, como lo son las 

cardiovasculares, y de particular interés las asociadas con las lipoproteínas de baja densidad 

(LDL), las cuales han sido asociadas a la arterioesclerosis. En el sistema inmune, la inflamación, es 

un proceso por el cual se producen la mayoría de las especies reactivas de oxígeno de origen 

fagocitario En cuanto a los desordenes neurológicos, se han relacionado varios tipos de 

enfermedades con radicales libres corno lo son la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de 

Parkinson, entre otras. Enfermedades pulmonares, como la fibrosis, también han sido relacionadas 

a radicales, y en particular a la toxicidad del oxígeno molecular como una base de radical libre 

(Freeman, I 982) 
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1.5. Antioxidantes 

Un antioxidante es una molécula que detiene una reacción oxidativa a través de diversos 

mecanismos. Las especies reactivas de oxígeno como se ha visto, estan implicadas en la 

patogénesis de ciertas enfermedades humanas. Estas especies son generadas en sistemas biológicos 

a través de procesos patológicos o fisiológicos endógenos Así como de origen exógeno como 

componentes de los alimentos, farmacos, luz ultravioleta, radiaciones ionizantes y contaminación 

Los antioxidantes pueden actuar a diferentes niveles en el proceso oxidativo, por ejemplo. 

atrapadores iniciales de radicales, unión a iones metálicos, atrapadores de radicales peroxil, ó 

remoción de moléculas dañadas oxidativamente y otros tipos de acciones (Blaz Frei, 1994). 

Basada en la variedad de antioxidantes biológicos, estos se pueden clasificar en antioxidantes 

enzimáticos y no enzimáticos. Los primeros estan ejemplificados por superóxido dismutasa o 

enzimas similares y los segundos por vitaminas y micronutrientes (flavonoides, lazaroides) y otros 

compuestos antioxidantes de bajo peso molecular, por ejemplo, glutatión (GSH), ubiquinol (Negri, 

1991). 

I .5 1. Sistemas antioxidantes enzimáticos 

Los organismos aeróbicos estan protegidos contra el daño oxidativo inducido por radicales 

libres Las funciones y acciones de las defensas antioxidantes han sido estudiadas in vivo e in vllro 

La tabla 2 resume las enzimas que reducen hidroperóxidos y peróxido de hidrógeno. Glutatión 

peroxidasa, glutatión-S-transferasa, glutatión hidroperóxido fosfolipido peroxidasa (PHPGX) y 

pcroxidasa son conocidos por descomponer hidroperóxidos de lípidos a alcoholes 

correspondientes. PHGPX es el único que puede reducir hidroperóxidos y fosfolípidos integrados 

dentro de las biomembranas. Glutatión peróxidasa. peroxidasa y catalasa reducen peróxido de 

hidrógeno a agua.(Niki, E. 1993). 
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Tabla 2. Descomposición de hidroperóxidos y peróxido de hidrógeno por enzimas (Niki, 

1993). 

a. Superóxido dismutasa (S0D). 

En células eucariotas dos tipos de S0D han sido descritas: la enzima Cu-Zn localizada en el 

citosol y la enzima Mn principalmente en mitocondria, ambas enzimas catalizan la reacción de 

dismutación con la misma eficiencia: 

02 + (02)·- + 2 H+ ➔ H,02 + 02 

El mecanismo propuesto para la catalisis enzimática por SOD es el siguiente: 

E - Me + (02)·- ➔ E· Me + 02 

E - Me + (02}- ➔ E· Me + 02-

E - Me + o,- 02- -> E - Me + H02-

H02- + H+ ➔ H202 
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Los efectos benéficos de SOD en la inhibición de esteres de forbol, mediante la producción de 

radicales de oxígeno por células inflamatorias han sido demostrado, probando que la 

administración exógena de SOD destruye al anión superóxido atacandolo de una manera catalítica 

(Roberfroid, 1995). 

b. Catalasa 

El peróxido de hidrógeno es una molécula estable, y puede difundir atravezando membranas 

biológicas; es producido por reducción divalente de oxígeno molecular o por dismutación del 

anión superóxido. 

La catalasa es una enzima localizada ampliamente en los peroxiomas, protege a las células de la 

acumulación de I-1202 (reacciones a y b ). por disrnutación para formar I-120 + 02, ó usado corno un 

oxidante cuando trabaja como una peroxidasa. La reacción catalítica usa dos moléculas de 

peróxido de hidrógeno fuera de la utilización de otra clase de sustratos. 

Dos modos de acción han sido descritos para la actividad de la catalasa: 

reacción a: 

reacción b: 

fuO + H202 ➔ 2 H,Q + 02 

Acción de la catalasa como una dismutasa 

H202 + RH2 ➔ 2H20 + R 

Acción de la catalasa como una peroxidasa 

R., actua corno un sustrato para ser oxidado 

La catalasa ha sido utilizada para tratar procesos en los cuales el peróxido de hidrógeno ha sido 

involucrado como en la lesión inflamatoria y xerodenna pigmentosun, en personas con este 

padecimiento, ungüentos con catalasa bovina en la piel mostraron estabilizar el desarrollo de 

tumores (Roberfroid, 1995). 
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1.5.2. Sistemas antioxidantes no enzimáticos 

Los antioxidantes más prominentes, presentes naturalmente en los alimentos son el ácido 

ascórbico (vitamina C), los tocoferoles (incluyendo a la vitamina E), flavonoides, carotenoides y 

glutatión. Estos antioxidantes naturales protegen basicamente por la intercepción de radicales 

libres 

1.5 2 l. Vitamina e 

El ácido ascórbico es requerido in vivo como un cofactor para la actividad enzimática; está 

presente en la mayoría de los fluidos corporales como ascorbato, la donación de un electrón de 

este produce un radical semidehidroascorbato: 

1e __ ,_•_._ºyºyR 
º~º 

Fig 10. Radical semidehidroascorbato (Roberfroid, 1995) 

Mas probablemente de esta manera el ascorbato en la dieta inhibe la acción carcinogénica de 

diversos compuestos nitrosos bloqueando las reacciones de nitración, además previene in vivo la 

formación de N-llitrosam1nas. 

El ascorbato es solamente el antioxidante exógeno en plasma que puede completamente 

proteger contra el daño peroxidativo inducido por radicales peroxil acuosos y los oxidantes 

liberados de neutrofilos activos 
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El ácido ascórbico regenera a la vitamina E, manteniendo constante los niveles en los valores 

séricos. Cuando el ácido ascórbico es consumido, no es posible la regeneración de vitamina E y se 

observa una disminución en las concentraciones. 

El fuerte potencial reductor hace a la vitamina C como un eficiente atrapador de radicales 

libres. En presencia del a-tocoferol, el ascorbato actúa como un antioxidante excelente cuando la 

peroxidación de lípidos en LDL es iniciada (Retsky, 1993). 

El estudio de los efectos de la vitamina C en la genotoxicidad de los radicales libres en células 

CHO, cuando son expuestas a sistemas enzimáticos generadores de radicales de oxígeno (xantina 

oxidasa/hipoxantina), desarrolla un aumento en el número de intercambio de cromátidas hermanas 

(!CH), con la inclusión de vitamina C se desarrolla un efecto protectivo y produce una 

disminución de intercambios (Weitberg, 1985). 

Existen evidencias que indican que la ingesta alta de vitamina C en la dieta disminuye el riesgo 

de cáncer de estómago y posiblemente el riesgo en cánceres de boca, faringe, esófago, pulmón, 

pancreas y cervix (FNPC, 1997). 

1.5.2.2. Vitamina E 

La vitamina E, es el nombre genérico de una familia homogenea de compuestos que tienen 

compuestos de hidroquinona metilada y una cadena isopropenoide (Fig 11), el a- tocoferol, un 

componente mayor de la vitamina E, es bien conocido por representar la continua posibilidad de 

prevenir la peroxidac1ón de membrana por atrapar los radicales LOO· involucrados en la 

peróxidación en cadena. 

33 



R,«JR, CH, H,c .. , .. 
., 

HO 

H 1-bC.,,,. H 
CH, 

CH, 

R, 

Clase de tocoferol R, R, R, 
a CH, CH, CH, 

B CH, H CH., 
y H CH, CH, 

ó H H CH, 

Fig. 11. Estructura de la vitamina E (Roberfroid, 1995) 

La vitamina E actúa como un antioxidante por atrapar radicales libres, los cuales pueden directa 

o indirectamente iniciar (02, 02 ·-, HO·, etc.) o propagar la oxidación de lípidos.La vitamina E 

tiene un grupo fenólico OH responsable de la actividad oxidante y una cadena fitil a lado (Cl6ffa) 

la cual favorece la inserción dentro de la región de la bicapa de lípidos In vivo, la vitamina E 

extingue al oxígeno y también reacciona con el radical superóxido. La reactividad química difiere 

considerablemente entre los tocoferoles, en la secuencia de a, y, ó, y P - tocoferol. Los principales 

productos de oxidación son quinonas para todos los homólogos y epoxidos de quinona. Pero es 

más importante el hecho de que la vitamina E puede reaccionar con radicales peroxil de lípidos 

para formar radicales de vitamina E, los cuales son insuficientemente reactivos para extraer el H+ 

de los grupos metilados de los compuestos acil de las grasas insaturadas de fosfolípidos de 

membrana. Los radicales de vitamina E producidos son estables, porqué el electrón impar en el 

átomo de oxígeno puede ser deslocali711do dentro de la estructura del anillo aromático (Fig. 12) 
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HO~ ¼R+LO<> 
Fig. 12. Radicales de vitamina E (Roberfroid, 1995) 

1.5.2.3. Carotenoides 

Históricamente, el 13- caroteno ha sido referido como pro-vitamina A porqué es capaz de ser 

metabolizado a vitamina A. El P caroteno está adherido oxidativamente a dos formas de moléculas 

de retinaldehido, una menor fracción la cual irreversiblemente se oxida a ácido retinoico, la 

cantidad que queda es reducida a retino! (Roberfroid, 1995). 

La protección de los carotenoides en las células y tejidos, es explicado en base a la actividad 

extinguidora de oxígeno. Más especificamente, las acciones antineoplásicas de carotenoides en 

cultivos celulares, protección contra carcinógenos y promotores de tumores en animales, y 

potencialmente de j3-caroteno como un agente quimiopreventivo puede ser explicado en términos 

de reactividad química. Los carotenoides reaccionan con 02 resultando en un carotenoide y 

dioxígeno triple (3 O,). En la presencia de radicales peroxil, el P-caroteno produce un radical 

carbón carotenil (,B-car ) · el cual en la ausencia de oxígeno, es un eficiente terminador de cadena 

oxidativa. 

p - caroteno + (ROO ·) ➔ ( P-car) · 

( P-car) · + (ROO) · -> productos inactivos 

( P-car) · + O, +-+ (P-car-00) · 

La presencia de oxígeno, sin embargo, continúa la propagación de la cadena. Esto es por las 

·eacciones reversibles del , adical carotenil con oxígeno para formar una especie de propagac"tón de 

a cadena (Sics, 1993, Roberfroid, 1995) 
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Las funciones biológicas del Í)-caroteno podrian ser resumidas como sigue: previene el daño 

fotosensitivo en bacterias, animales y humanos, disminuye el número de ICH y transformaciones 

malignas en cultivos celulares, inhibe la inducción de tumores en roedores por luz UV y 

quimicamente, disminuye las lesiones premalignas en humanos y modifica la respuesta mmune 

(Krinski, 1991). 

1.5 .2.4. Glutatión 

El glutatión es un importante antioxidante soluble en agua y agente reductor, sintetizado de 

glutamato, cisteina y glicina en muchos tipos celulares y presente intracelularmente en 

concentraciones milimolares. Actúa como un sustrato o cosustrato en numerosas reacciones 

enzimáticas, por ejemplo, la glutatión-s-transferasa o reacciones de glutatión peroxidasa. Glutatión 

como tal no es requerido en la dieta de los animales. De hecho, el glutatión de la dieta es 

pobremente absorbido por los humanos (Witschi, 1992). 

Glutatión es un sustrato para la reducción de hidroperóxido en la enzima glutatión peroxidasa, 

su ausencia puede conducir a la acumulación de hidroperóxidos de lípidos El glutatión también 

reacciona directamente con radicales libres y puede proteger a las células de oxígeno, radicales 

hidroxil y superóxido. Durante estas reacciones la oxidación de glutatión (GSSG) es formada y 

puede ser reducida a GSH por la enzima glutatión disulfito reductasa dependiente de NADPH 

(Balz Frei, 1994) 

El glutatión tiene un papel importante en la inactivación de un gran número de fármacos y en 

los procesos metabólicos de ciertos compuestos endógenos, como estrogenos, prostag!andinas y 

leucotríenos. 
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1.5 .2 .5. Lazaroides 

El 21-aminoesteroide (lazaroides) son una serie de nuevos compuestos no glucocorticoides 

desarrollados para el tratamiento del sistema nervioso central, lesiones originadas de trauma o 

parálisis. La base para el desarrollo de estos compuestos fue que ellos se localizan específicamente 

en los dominios hidrofóbicos de membranas celulares e inhiben la peroxidación. Los lazaroides 

inducen cambios en la permeabilidad de la membrana y tambien se ha demostrado que son 

poderosos inhibidores de peroxidación de lípidos dependiente de hierro, así como atrapar radicales 

alquil peroxi (LOO-) y fenoxil (PhO ·) (Roberfroid, 19995). 

1.5.2.6. Ubiquinonas 

Las ubiquinonas son benzoquinonas liposolubles que actuan como coenzimas, tambien llamadas 

coenzima Q, con una extremidad isopropenoide. Las formas reducidas de las ubiquinonas, los 

ubiquinoles, son antioxidantes más eficientes que los análogos oxidados. La forma predominante 

de estos compuestos es la ubiquinona-10. El papel que tienen es como acarreadores redox en la 

cadena respiratoria, actuando como mediador entre la deshidrogenasa y citocromos de la cadena 

de transporte de electrones mitocondrial y participa en la transferencia de protones a través de 

membrana mitocondrial interior. 

El 02 principalmente interactúa con el isopropenoide a lado de la cadena de la ubiquinona-1 O, 

mientras que el ubiquinol-3 reacciona con radicales peroxil lipídicos, una molécula de ubiquinol-3 

puede atrapar dos moléculas de radicales peroxil (Landi, I 992). La diferencia en la potencia de 

antioxidantes de homólogos de ubiquinol en membrana resultan de las diferencias en la posición de 

la membrana y de la capacidad de reducir ubiquinonas a ubiquinoles (Ulrich, 1985) 
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1.5.2.7. Flavonoides 

Los flavonoides son un extenso grupo de compuestos polifenólicos que se encuentran 

ampliamente distribuidos en las plantas vasculares. Su estructura incluye dos anillos de benceno 

unidos por un anillo pirano heterocíclico. Se conocen unos 2000 flavonoides localizados entre los 

alimentos consumidos por el humano como las frutas, vegetales, tés, raíces y tubérculos, tanto 

libres como en glicósidos; estos últimos se constituyen para darle color a las hojas, flores y frutos 

(Bruneton ,1986; Balz Frei, 1994). Estos compuestos protegen a las fiutas y a los vegetales del 

daño de fotooxidación causado por el oxígeno, de ahí que especialmente altas concentraciones de 

flavonoides existan en las cáscaras y hojas. 

Las clases de flavonoides incluyen flavonas , flavononas, flavonoles, chalconas, catequinas, etc 

(Fig. 13). Los flavonoides presentan todos los matices de solubilidad, desde totalmente solubles en 

agua hasta insolubles. Por ejemplo, las flavonas y los flavonoles son poco solubles en agua, en 

tanto que los hidroflavonoles sí. 

Los flavonoides son metabolizados por la microflora del intestino, y los principales metabolitos 

comúnmente son compuestos fenólicos (Barz, 1975). Después de la absorción, los flavonoides son 

conjugados en el hígado; los compuestos específicos dependen del tipo de flavonoide y las 

especies animales, y son excretados en orina y bilis. 

Los flavonoides son conocidos por tener númerosos efectos biológicos de significancia 

farmacológica. Rutina y hesperitina, dos de estos compuestos han sido llamados vitamina P, ó 

factores de permeabilidad; ellos son usados en el tratamiento de varias condiciones características 

de la capilaridad sanguinea e incremento en la fragilidad capilar. Quercetina y rutina pueden 

disminuir los niveles de trigliceridos séricos y son agentes antitrombóticos. 
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Fig 13. Estructuras de flavonoides (Dominguez, 1973) 

Algunos flavonoides muestran efectos antialérgicos, antiinflamatorios, y efectos 

1ticarcinogénicos. También han sido capaces de actuar en varias funciones biológicas como la 

hibición en la actividad de las enzimas, receptores y transportadores (Roberfroid, 1995; 

.errman, 1976). 

Recientemente !os flavonoides han sido propuestos para actuar como antioxidantes, más 

~obab!emcntc por su capacidad para atrapar radicales. Para los flavonoides, las siguientes 

tracteristicas estructurales pueden ser responsables para una función antioxidante optima 



a. El grupo catecol en el anillo B confiere alta estabilidad en los radicales aroxil, 

b. La deslocalizacíón extensiva del electrón es asegurada por conjugación de el anillo B a la 

estructura 4-oxo vía un doble enlace 2-3. 

Las diferentes propiedades antioxidantes que tienen los flavonoides dependen también de el 

grado de hidroxilación de los anillos de benceno. Concerniente como atrapadores de 02 ·-, los 

grupos hidroxil en el anillo B son esenciales para la actividad, así como también la presencia de un 

1idroxil en el C-3, aumenta la habilidad de atrapamiento de los flavonoides. Algunos flavonoides 

;orno quercetina, rniricetina, naringina y karnferol han demostrado ser fuertes atrapadores de 

·adicales de oxígeno, pero rutina se ha encontrado ser cuatro veces más efectiva que los antes 

nencionados (Hemnan, 1976). 

Además de atrapar radicales superóxido, estos compuestos también son capaces de capturar 

adicales HO · , ROO · , NO ·, vía el mecanismo de la transferencia de un electrón 

Uternativamente los flavonoides pueden actuar como antioxidantes por medio de sus propiedades 

orno queladores de metales (Cu, Fe, Zn) (Metodiewa, 1997). Los flavonoides inhiben la 

ormación de malonaldehido (MDA) producto de la oxidación de lipidos insaturados, el cual se 

onsidera como formador de radicales hidroxil (Robak, 1988) Así también se sugiere que la 

structura orto-hidroxi de los polifenoles es esencial para la actividad protectiva contra el peróxido 

e hidrógeno (Nakayama, 1992). 

Una serie de investigaciones demostraron que los flavonoles en particular pueden estabilizar el 

::ido ascórbico, especialmente en la presencia de metales pesados, como el cobre, el cual puede 

~struir rápidamente el ácido ascórbico (Herrman, 1976) 

Los flavonoides tambiCn son efectivos en prevenir la peroxidación de lípidos. Por ejemplo, los 

ivonoidcs polifcnólicos mhiben la peroxidación de LDL y su subsecuente toxicidad. E! 
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mecanismo celular involucrado en la protección por flavonoides de la oxidación de LDL no es 

conocida, pero cada mecanismo puede ser relacionado a lo siguiente (Balz Frei, 1994 ,Roberfroid, 

1995): 

a Sus propiedades antioxidantes (por deficiencia de vitamina E o por regeneración de vitamma 

C), 

b. Su actividad inhibitoria hacía lipooxigenas~ 

c La inhibición de enzimas celulares involucradas en señales de transducción 

d. Atrapamiento de radicales que inician la peroxidación de lípidos como HO ·, 02 ·-, 02 y 

Fe(OH), 

e. Unión a metales iónicos 

f Atrapamiento de radicales peroxil de lípidos 

Se ha tratado de explicar también que su actividad es debido a la acción de los polifenoles 

tctuando como donadores de H a los radicales peroxil implicando la terminación de las reacciones 

m cadena de radicales en adición al posible atrapamiento de especies activas de oxígeno a el 

,stado de iniciación (Sanz, 1994). 

Ejemplos de atrapadores de radicales peroxil lipídicos son la quercetina, morin, fisetina, etc , 

:ue atrapan el radical peroxil del ácido linoléico; también son potentes inhibidores de la 

1odificación de LDL por macrófagos Los flavonoides protegen de la disminución de et-tocoferol 

retrasa el ataque de lipoperoxidación de lípidos detectable en LDL. 

Varios sistemas de enzimas como NADPH oxidasa, lipooxigenasa (LOX), ciclooxigenasa 

:OX), m,eloperoxidasa (MPO) y xantina oxidasa (XO), responsables de la producción de 

td1ca!cs libres, son inhibidas por flavono1dcs, por ejemplo qucrcctina es efectivo en inhibir LOX, 

;í como rutina, lutcolina, hcspcritina y quercctina inhiben la actividad de MPO en ncutrólilos Un 
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estudio que relaciona la estructura con la actividad de inhibidores de xantina oxidasa y como 

atrapadores de radicales superóxido, encontraron que grupos hidroxil en C-5 y C-7 y el doble 

enlace entre C-2 y C-3 fueron esenciales para una actividad inhibitoria alta en XO, para una alta 

actividad atrapadora de superóxido de otra manera, un grupo hidroxil en C-3' en el anillo B y el 

C-3 fueron primordiales. Las flavononas, dihidroflavonoles y flavonoles no fueron capaces de 

inhibir XO, pero sí fueron considerados como atrapad ores de superóxido. Siendo los tlavono1des 

más efectivos para ambas acciones quercetina, fisetina, miricetina y rutina (Cos, 1998). 

Varios aspectos en la actividad biológica de los flavonoides han recibido interés enfocado en la 

capacidad de modular la actividad del citocromo P-450 (cit P-450) Se ha encontrado que la 

quercetina es un potente inhibidor de la actividad del cit P-450. En general flavonoides que poseen 

grupos hidroxil inhiben la actividad del cit P-450, mientras que flavonoides con escasos grupos 

hidroxil pueden actuar para estimular la actividad del cit P- 450 directamente 

Los flavonoides inhiben reacciones de hidroxilación catalizadas , interfiriendo con la unión a 

sustratos Se observó, que probablemente quercetina actúa en el complejo P-450-Fe III-anión 

peróxido y/o un paso más allá. También se ha considerado la posibilidad de que quercetina podría 

ser un sustrato para P-450, es decir actuar como un psecdosustrato y que la reducción de 

quercetina a la semiquinona o quinona podría causar la destrucción reductiva de el complejo 

':1emo-oxo, así previniendo la hidroxilación de sustratos. La quercetina no muestra inhibición 

;electiva de isoenzimas (Sousa, 1985). 

Flavonoides y cáncer 

In vitro, quercetina y otros flavonoides han stdo encontrados por ser mutagénicos en la prueba 

ie Ames, De otra manera, ha demostrado inhibir el crecimiento de ciertas células leucémicas m 

1itro. De los ensayos de Ames encontrados positivos, se sospecho que quercetina tuviera potencial 



carcmógeno, seguido de examenes de carcinogenicidad, solamente uno de diversos estudios 

mostró un efecto carcinogénico ( Ames, 1993 ). 

V arios experimentos en animales han demostrado que quercetina y silimarin, cuando se aplican 

topicamente, inhiben la fase de promoción en modelos de cáncer de piel (Nishino, 1984; Zi, 1997). 

Así también; se ha observado disminución en tumores de colon, tumores intestinales y de vejiga. 

Un estudio posterior mostró que quercetina, robinetina y miricetina disminuyeron tumores en 

pulmón inducido por diol-2-epoxido, pero no en aquellos inducidos por benzo(a)pireno. 

Algunos flavonoides han mostrado inducir funciones mezcladas en la actividad de las oxidasas, 

el cual, puede impedir o aumentar la carcinogénesis dependiendo del carcinógeno involucrado. 

Algunos estudios experimentales demostraron que flavonoides metoxilados, incluyendo tangerina 

y nobitelina inducen la actividad de benzo(a)pireno hidrolasa, una enzima que puede inhiblí 

tumores inducidos por benzo(a)pireno. De otra manera, flavonoides polihidroxilados, como 

kaemferol y miricetina han mostrado inhibir la actividad de ésta enzima. Se observó que 

quercetina inhibe la actividad de diversos carcinógenos y promotores de tumores así como 

también, interactuar con carcinógenos específicos en el tracto gastrointestinal, además reduciendo 

su biodisponib1lidad (Zi, 1997). 

En ratones tratados con quercetina a dosis de 100-I000 mg/Kg se incrementaron 

significativamente las frecuencias de micronucleos en eritrocitos de médula ósea, así como 

galangina; sin embargo, hesperitina y neohesperidina dihidrochalcona a las mismas dosis no 

·.ncrementaron la frecuencia. En conejos a dosis de 250, 500 y 1000 mg/Kg quercetina no mostró 

ncremento de !CH en linfocitos de sangre periferica de uno a siete días de tratamiento (Mac. 

Jregor, 1983). 



Diversos estudios de carcinogenicidad en la dieta se han llevado a cabo con quercetina, 

kaemferol y rutina, siendo los resultados predominantemente negativos 

Existen investigaciones en donde se estudiaron extractos acuosos de té verde (TWE), té de 

poliféno!es (TP), y té de catequinas (EGCG). Todas las muestras mostraron efectos inhibitorios 

significativos al exponerse con mitomicina en células V79, indicando por diferentes análisis que 

estos tés son efectivos en la inhibición de las tres fases de la carcinogénesis (Han, 1997) Se ha 

inferido un mecanismo usando un modelo molecular demostrando que los ingredientes del té verde 

inhiben la urocinasa, un enzima crucial para el crecimiento del cáncer (Jankun, 1997). 

También se ha demostrado que los efectos inhibitorios de preparaciones de té contra la 

formación y crecimiento de tumores es debido a los efectos antioxidantes y un posible efecto 

antiproliferativo, suprimiendo la activación carcinogénesis y atrapando agentes genotóxicos 

El té verde que contiene polifenoles, los cuales incluyen a los flavonoles, flavandioles, 

flavonoides y ácidos fenolicos, constituyen por arriba del 30% del peso seco de las plantas . Los 

ílavonoles son facilmente oxidados a la correspondiente o-quinona; estos pueden funcionar como 

,ceptores y donadores de hidrógeno. En la estructura del flavonol, el grupo 5 y 7 dihidroxi y el 1-

>xígeno hacen a los carbones en posición 6 y 8 fuertemente nucleofiiicos. Los tés también tienen 

ma alta actividad de complejación a los metales (Yang, 1993, 1997) 

En cultivos celulares las frecuencias de !CH y aberraciones cromosómicas inducidas por 

1itomicina y luz UV fueron eliminadas por un subsecuente tratamiento con té de polifenoles en la 

resencia de la fracción S9. En ausencia de la fracción, sin embargo, los extractos del té 

isminuyeron los ICH y las aberraciones cromosómicas a bajas concentraciones, pero aumentaron 

altas concentraciones. El té verde con negro y el té de polifeno!es administrados oralmente a 6, 

2, o 18 horas antes de la inyección intraperitonial de mitomicina resultó en una disminución 



significativa de rnicronucleos de médula ósea de ratón. Estudios recientes reportaron que el 

consumo de té verde inhibe la fonnacíón de micronucleos en linfocitos de sangre periférica de 

fumadores (Yang, 1993). 

En resumen los tés poseen actividad antioxidante por tres diferentes mecanismos: 1) Por la 

presencia de la estructura del catecol, la mayoría de los tés son fuertes queladores de metales 

ionicos Los polifenoles pueden unirse a ellos y además disminuir los niveles de iones ferrico y 

ferroso los cuales son requeridos para la generación de radicales reactivos de oxígeno por \as 

reacciones de Fenton y Haber-Weiss; 2) Los tés de polifenoles son fuertes atrapadores de anion 

superóxido y radicales hidroxil, moléculas que pueden dañar al ADN; 3) Los tés de flavonoides 

?ueden reaccionar con radicales peroxi y además terminar la cadena de peroxidación de lípidos 

Las especies reactivas de oxígeno juegan un papel importante en la carcinogénesis a través del 

faño al ADN, alterando la expresión genética o afectando el crecimiento y diferenciación celular. 
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1.6. Gordolobo (Gnaphalium oxyphyllum) 

Son varias las especies de Gnaphalium que se conocen en México con el nombre de 

Gordolobo. Gnaphalium L. es un género cosmopolita de más de 230 especies de la familia de las 

compuestas. México cuenta con alrededor de 35 de ellas Gnaphalium oxyphyllum es la especie 

junto con otras, que llega comunmente a los mercados de la Ciudad de México para su consumo. 

las características particulares de esta planta son las siguientes (Aguilar, 1996). 

Habitat: Planta silvestre que crece en terrenos de cultivo, de riego y temporal y abandonados. 

~saciada a vegetación perturbada de bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio, 

mbperennifolio y perennifolio, matorral xerófilo, bosque espinoso, bosque mesófilo de montaña, 

)osques de encino y pino. 

Distribución geográfica: Es una especie muy variable que se conoce desde el sur de los Estados 

)nidos de América hasta Guatemala. En el valle de México pueden reconocerse dos variedades, la 

,xyphyl/um y la variedad nata/iae. 

Identificación. Hierba anual o perene, aromática y grandulosa, de 30 a 200 cm. de altura, tallo 

;imple o profusamente ramificado cubierto de vellitos que le dan una apariencia blanca, densa a 

nedianamente hojosa. Las flores son angostas de color blanco o crema y aparecen en cabezuelas . 

.,os frutos son pequeños y las semillas tienen un penacho en la punta. 

Usos· Se emplea en infusión para combatir afecciones respiratorias, calman la tos, ayudan a la 

:xpectoración, infecciones en la garganta, bronquitis y asma. El mucilago que contiene 

,robablemente justifique las propiedades emolientes y pectorales que se le atribuyen. En 

ranstornos gástlicos interviene en el tratamiento de las úlceras, dolor de estómago y parásitos 

1testinalcs. Por otro lado interviene en la terapéutica del cáncer, heridas, fiebre, hidropesia, ciática 

lumbago. Se dice también que favorece a la circulación, combatiendo así hemorroides y vá.rices. 



La Sociedad Farmacéutica Mexicana la describe como antirreumático y emoliente. 

Desafortunadamente no se han detectado estudios experimentales que corroboren su efectividad. 

Un análisis fitoquímico preliminar de Gnaphalium oxyphyllum reporta lo siguiente (Berdeja. 

1996)· 

Extracto Acuoso 
Alcaloides 
Flavonoides 
Taninos 
Antraquinonas 
Quinonas 

Extracto Etanólico 
Flavonoides 
Taninos 
Antraquinonas 
Azúcares 

Extracto Clorofórmico 
Alcaloides 
Azúcares 
Taninos 
Antraquinonas 
Cournarinas 

En diversas especies de Gnaphabum se han encontrado muchos y variados compuestos 

flavonoides, estos compuestos como se ha visto, presentan varias funciones biológicas. Entre las 

especies de Gnaphalium se realizó una revision de estudios experimentales con flavonoides 

encontrandose que la especie spicatum mostró tener efectos antimicrobianos en extractos 

metanólicos de la planta (Mongelli, 1995). Efectos similares se observaron en G robustum en 

donde se aisló la flavona 8-o-(2-metil-2-buteonil-5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona (Cuadra, 1994) 

Caceres, A. (1990) usó G. stramineum para el tratamiento de desordenes gastrointestmales, 

específicamente para enterobacterias. Así también, se aislaron tres flavonas metoxiladas, que 

exhibieron propiedades anti microbianas, en extractos etéreos (T orrenegra, 1989) y G. vi.seo.mm 

mostró también actividad antibacterial (Caceres, 1991). 

De G affine se aislaron los tlavonoides 4,2',4'-trihrdroxi-6-metoxichalcona-4-o-beta-glicosido, 

quercctina, lutcolina, las cuales mostraron efectos inhibitorios en conejo de agregación pla(1uctaria 

y de la enzuna reductasa aldolasa en bovino (Tachibana, 1995) Kubo, 1.(1995) en compuestos 

fcnólicos ílavonoides encontrados en Gnaphahum cheiramhifoíium demostró que tenían actividad 

inhibitoria de tirosinasas. 
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De Gnaphalwm indicum se aisló un potente promotor antitumoral el flavonoide 5,7,3',4'­

tetrahidroxi-3-metox.iflavona Está planta medicinal mexicana inhibe esteres de forbol un promotor 

tumoral que aumenta la síntesis de fosfolípidos y la actividad en el transporte de azúcares en 

cultivos celulares. Luteolina y quercetina dos flavonoides encontrados en está planta también 

tuvieron actividad promotora antitumoral in vivo como m vitro (Asaka, 1992). 

Así también se han encontrado diversos flavonoides en las plantas de Gnaphalium; por ejemplo 

de G. gaudichaudianum se aisló el 5,8-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona (Horie, 1995); 5,7-dihidroxi-

3,8-dimetoxiflavona; 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona; 3-metoxiquercetina (Torrenegra, 1989), de 

G. vrravira se obtuvo quercetina (Latorre, 1990). de G. obtusifolium se encontró el flavonoide el 

3,5,7-trihidroxi-6,8-dimetoxiflavona (Ohlendorf, 1971), de G. pe/litum se aislaron los flavonoides 

5-hidroxi-7,8-dimetoxiflavóna y, 7-metoxiquercetína (Torrenegra, 1978). 

Finalmente, en todas las especies de Gnaphalium se han encontrado flavonoides como 

galangina, gnafalina, rutina, quercetina, 8-metoxigalangina, y compuestos galangina hidroxilados 

(Wollenweber, 1992). 
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1.7. Pruebas para la identificación de agentes mutagénicos 

Existe una clasificación general de ensayos de la toxicologia genética, donde se incluyen a los 

examenes en clases similares; han sido definidos cuatro grupos. dos grupos de examenes 

determinan los cambios genéticos en la forma de mutaciones específicas de un gen o !ocus Un 

tercer grupo, es un examen primario de daño al ADN, tipicamente deternina la inducción de 

aductos de ADN o fracturas y la respuesta celular producida durante la reparación de este daño; 

esta respuesta incluye la estimulación de la reparación del ADN, recombinación somática entre 

homologos o cromátidas hermanas, y fracturas de la cadena de ADN Un cuarto grupo no 

directamente identifica daño al ADN, pero evalúa la capacidad de una sustancia examinada para 

transformar células "normales" a células con propiedades neoplásicas. Ha sido asumido, que 

alteraciones en el ADN son parte de los procesos de transformación de las células y más 

recientemente el análisis de activación mutacional de transformación de oncogenes, como el gen 

ras. Examenes de daño primario a ADN son usados predominantemente como una medida de el 

potencial oncogénico y no es asociado con la producción de daño genético transmisible (Brusick, 

1987). 

Los estudios para detectar mutaciones generalmente se realizan con pruebas en 

microorganismos (bacterias, levaduras, etc), esto es debido a la relativa simplicidad con que puede 

detectarse el cambio de un gen provocado por un agente específico Estos estudios estan 

representados principalmente por el ensayo de Ames en Salmonella typhymurmm, este examen es 

ampliamente usado y validado, referido como el ensayo m vitro primario para la detección de 

carcinógenos y mutágcnos potenciales 

Los ensayos 111 vivo consumen más tiempo y recursos que los examcnes in vttro, el punto más 

importante para usarlos es que, muchos agentes mutagénicos y carcínogénicos necesitan 
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metabolizarse para poder ser activos Los examenes in vitro con sistemas microsomales son 

empleados cuando se utilizan este tipo de agentes. 

Los métodos cromosómicos para evaluar el daño genotóxico de diversos agentes no esta 

considerado como una prueba sobre un organismo específico ó como una mutación genética en un 

locus determinado, de tal manera que las inferencias obtenidas a través de estos métodos permiten 

ser extrapoladas casi a cualquier especie ó linea celular con respecto a las respuestas que producen 

los agentes genotóxicos (Diaz Barriga, 1995). 

Los estudios citogenéticos evalúan principalmente dos tipos de acciones de los agentes 

genotóxicos sobre el material cromosómico; estos son: el efecto clastogénico, o sea cuando el 

agente produce rupturas cromosómicas y la acción genotóxica S independiente que se suscita en la 

etapa durante en la cual el ADN se replica. Por esta razón los primeros estudios citogenéticos 

enfocados a evaluar el efecto de agentes mutagénicos sobre los cromosomas comprenden los 

parámetros de evaluación de la frecuencia de aberraciones cromosómicas y más tarde el estudio 

de la frecuencia de los intercambios de cromátidas hermanas (Diaz Barriga, 1995). 

Si bien las pruebas de elección para evaluar los agentes sospechosos de ser genotóxicos son 

muchas y muy variadas, existen dos etapas primordiales que deben ser tomadas en cuenta por 

cualquier ensayo de esta naturaleza La primera etapa comprenderia la detección del potencial 

genotóxico y la segunda etapa evaluar el riesgo-beneficio, ya que de esto último depende el 

:ontrol de los agentes genotóxicos estudiados. 
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1.7.1. Intercambio de Cromátidas Hermanas (ICH) 

Una técnica común, ampliamente usada es el análisis de ICH, que como su nombre lo indica 

son intercambios de segmentos simétricos y equivalentes entre las cromát1das de un mismo 

cromosoma (Morales, 1988). Este fenómeno fué sugerido por McClintock en 1938, al percatarse 

que los cromosomas en anillo podían, eventualmente, originar anillos dicéntricos. Más tarde, 

Taylor, en I 958, mediante el análisis autorradiográfico de células cultivadas en presencia de 

timidina tritiada durante el primero de dos ciclos de división sucesivos, notó que había 

intercambios de segmentos entre la cromátida marcada y la no marcada. Posteriormente, se logró 

desarrollar el método de tinción diferencial de las cromátidas hermanas, que penniten detectar los 

ICH, aun cuando el segmento que intervenga en ellos sea muy pequeño. Este método se basa en 

incorporar un análogo de la timina la bromodesoxiuridina (BrdU) al ADN y tiñiendo con 

bibencimida y observandose en el microscopio de fluorescencia; o una variante que consiste en 

tratar los cromosomas con bibencimida, luz negra y posteriormente teñirlos con giemsa antes de 

analizarlos con el microscopio de campo claro (Fig. 14). 
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Fig 14 Esquema que muestra la tinción diferencia! entre las cromát1das hermanas al adicionar 

BrdU en tres ciclos celulares (Morales, I 988) 
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Aún cuando el mecanismo de la formación de ICH no ha sido establecido, la importancia de los 

ICH como una medida de exposición para mutágenos o carcinógenos potenciales o como un 

indicador de anormalidades en el mantenimiento de la homeostasis celular no puede ser menos. La 

elevada frecuencia de ICHs puede ser producida en respuesta a un daño al ADN. 

Existen diferentes modelos que explican como ocurre el fenómeno de los ICH, la hipótesis más 

aceptada es la propuesta por Painter en 1980, la cual se basa en un modelo en el que los 

rompimientos de doble cadena son generados en la conjunción entre un replicón completamente 

duplicado y otro parcialmente duplicado; sugiere que estas conjunciones o sitios de separación son 

susceptibles a rompimientos de doble cadena durante la replicación, lo cual se hace factible con la 

presencia de la enzima topoisomerasa II; de esta manera la detención de la replicación provoca la 

asincronia en la replicación, lo que aumenta la posibilidad de dobles rupturas después de que una 

unidad haya tenninado su duplicación. 

La evidencia que implica a los ICHs de tener significado biológico, deriva de estudios in vi/ro 

con mutágenos y carcinógenos conocidos. Perry y Evans (1975) claramente demostraron en 

células de ovario de hamster chino (CHO) que los !CHs son inducidos por una gran varidad de 

mutágenos, y que la inducción es dosis dependiente. 

En la actualidad, los sistemas de análisis de los ICHs pueden considerarse ensayos para 

determinar el efecto genotóxico de diversas sustancias. Hay evidencia de que, para muchos 

agentes, el estudio de los ICH proporciona el indice más sensible para detectar el daño genético 

Por eso, el Comité de Genética Toxicológica de EE.UU lo ha incluido como un sistema de 

prueba 
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El ensayo de ICHs puede realizarse tanto in vivo como in vitro. El primero tiene ciertas 

ventajas ya que simula más claramente el efecto de los agentes genotóxicos y permiten que estos 

sean activados o inactivados metabólicamente. Los sistemas in vitre por lo regular tienen valores 

basales mayores de ICH, por lo que el efecto de dosis bajas o de agentes ligeramente genotóxicos 

puede quedar enmascarado (Morales, 1988). 

Se han descrito diferentes variedades de sistemas in vivo, como embriones de pollo, 

espermatogonias de ratón, médula ósea de hamster chino, médula ósea de ratón y glandula salival 

je ratón entre otras. Sin embargo, desde el punto de vista práctico, el sistema de médula ósea de 

~atón es el más simple y rápido debido a que la preparación de las figuras metafásicas es menos 

,laborada y el ciclo celular es corto y bien conocido en relación a otros (Perry, 1974, Sanderbg, 

1984). 
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2. OBJETIVOS 

Objetivo General 

♦ Evaluar el efecto antigenotóxico de un extracto acuoso de Gordolobo ( Gnaphalium 

oxyphyllum) contra el efecto mutagénico de la daunorrubicina por medio de la frecuencia de 

intercambio de cromátidas hermanas. 

Objetivos Particulares 

♦ Objetivos ParticularesDeterminar el efecto genotóxico del Gordolobo mediante la frecuencia 

del intercambio de cromátidas hermanas en médula ósea de ratón. 

+ Detenninar el efecto antigenotóxico del Gordolobo mediante la disminución de la frecuencia 

de ICHs en médula ósea de ratones tratados con daunorrubicina. 

♦ Realizar el estudio de proliferación celular en ratones administrados con diferentes 

tratamientos. 

♦ Determinar el índice mitótico en las células de la médula ósea de los ratones tratados 

l. HIPOTESIS 

Si el extracto de Gordolobo (Gnaphalium oxyphyllum) pose6 capacidad antigcnotóxica, 

~ntonces será capaz de reducir la frecuencia de intercambio de cromáttdas hcm1anas producidas 

)Or la daunorrubicina. 
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l. MATERIAL Y METODOS 

Material biológico 

Ratones machos cepa NIH de aproximadamente 25 gr. de peso, donados por el Instituto 

facional de Higiene y el Instituto Nacional de Salud Pública. 

Jaterial 

lstuche de disección 

eringas de I ml. y I O ml. 

'ortaobjetos y Cubreobjetos 

ipetas graduadas 1, 2, 5, y 10 ml. 

ipetas Pasteur 

'asos de pp. de 50, 100, 250, 500 ml. 

· asos Copplin 

ubos de centrífuga de 15 ml. 

ámara de I uz negra 

entrífuga 

omba de vacío 

órtex 

alanza granataria y analítica 

ulas para ratones 
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Soluciones 

Extracto de Gordolobo. Gnaphaburn oxyphhyllum 

Daunorrubicina (Cerubidine). Roger Bellon 

Ciclofosfamida (Genoxal). Sanfer 

Coichicina 0.04 % 

Agua bidestilada 

Soln. de KCI 0.075 M 

5-bromodesoxiuridina (5-BrdU) 

Metano! 

Acido acético 

Giemsa 

Solución de citratos-fosfatos (2xSSC) 

Buffer de fosfatos pH= 6.8 

Colorante bisbczimida Hocscht 33258 



l'.letodología 

)btención del extracto de Gordolobo 

Para poder obtener el extracto de la planta de Gordolobo, se procedió a pesar 30 gr. de toda la 

1lanta seca, y puesta a infusión acuosa con vacío durante una semana. 

Nota: La planta de Gordolobo previamente ya había sido identificada por claves botánicas, 

omparación bibliográfica y corroborada con los herbarios de la Escuela Nacional de Ciencias 

liológicas y de la UNAM (Berdeja, 1996). 

>eterminación de la dosis letal cincuenta (DLso) del extracto de Gordolobo 

Se realizó primeramente dicho parámetro para poder establecer las dosis de trabajo, tanto para 

[ ensayo genotóxico, como para el antigenotóxico; la detenninación de la DLso fue realizada 

guiendo el método de Lorke (Lorke, 1983). 

Los animales que tuvieron un peso promedio de 26.3 gr. se distribuyeron en 3 lotes de tres 

,tones cada uno, a los que se les administró por vía oral las dosis de 1 O, l 00 y 1000 mg/kg del 

dracto (Etapa 1 ), se registran los animales muertos a las 24 horas. Con los datos obtenidos, 

)steriormcntc se administraron dosis de 1600, 2900 y 5000 mg/Kg, utilizando un animal por 

)sis (Etapa 2), observando a los animales a las 24 horas. Para calcular la DL5o, se realiza la 

edia geométrica entre las dosis en donde sobreviven y en la que muere el ratón. 

Ensayo Gcnotóxico 

Los ratones fueron distribuidos en 4 lotes de cinco ratones cada uno, se les implantó en un 

1stado subcutáneamente una tableta de S·BrdU. 



Treinta minutos después, a los lotes se les asignó el siguiente tratamiento: 

No. Lote Tratamiento 
Aoua vo 

2 
3 
4 

Transcurridas 21 hrs. de haber implantado la tableta, a todos los ratones se les administró 

olchicina a una dosis de 900 µg/ Kg por vía intraperitoneal. Tres horas después se sacrificaron 

)S animales por dislocación cervical, se les extrajo el fémur, se limpio y se les cortaron las 

pífisis, se sacó la médula ósea con 7 ml. de KCl 0.075 M a 37ºc, el contenido medular se recibió 

n tubos de centrífuga con 1 ml. de KCI sumergidos en un baño maria a 37 ºc, incubándose por 

5 min. 

El paquete celular se ftjo tres veces con una solución de metanol-ácido acético 3: l. 

Obtenida la suspensión celular, se realizaron las laminillas por goteo, flameándolas por unos 

egundos. Se dejaron madurar por dos días, para posteriormente realizar la tinción diferencial. 

Tinción diferencial 

Sobre las laminillas se colocaron 6 gotas de solución de trabajo (1 ml. de soln. Stock de 

loescht 33258 a una concentración de 10"' M + 9 mi. de H,O + 1 O mi. de buffer de fosfatos­

itratos pH = 7 ), se montaron con cubreobjetos y se dejaron a 20 min. en obscuridad. 

Posteriormente se introdujeron en una barra, colocando buffer de fosfatos-citratos pH= 7 

ilución 1: 1 al raz del portaobjetos. 

Enseguida se expusieron a luz negra (luz ultravioleta longitud de onda cercana) por 90 min. a 

n.a distancia de l cm. 
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Pasado el tiempo, las laminillas se secaron y enjuagaron con H20 destilada y se sumergieron 

m solución salina de citratos a 60ºc por 20 min. A continuación se secaron y se tiñeron con 

Jiemsa en una solución reguladora de fosfatos pH = 6.8 por 10 minutos. 

Observación al microscopio 

+ Intercambio de Cromát1das Hermanas (!CH) 

Para obtenerlo se procedió a localizar 30 rnetafases que se encontraran en segunda división 

;elular, observando en cada rnetafase el número de intercambios de cromátidas hermanas con el 

,bjetivo de inmersión (l00x), para cada uno de los ratones de los diferentes tratamientos. 

+ Indice Mitótico (IM) 

Se realizó contando el número de metafases que se encontraron en un total de 1000 células, 

imbién por cada uno de los ratones. 

· Cinética de Proliferación Celular 

Se obtiene al contar el número de metafases en primera, segunda y tercera división celular en 

n total de 100 metafascs por cada ratón. 

CPK-21/( l MI +2M2+3M3) 100 

+ Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó con análisis de varianza (ANOV A) a= 0.05, y la comparación 

ntrc medias se efectuó con la prueba t~student a = 0.05. El tiempo promedio de generación se 

valuó con la prueba J1 cuadrada. 
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:nsayo antigenotóxico 

Los ratones fueron distribuidos en 1 O lotes de cinco ratones cada uno, se les implantó en un 

estado subcutáneamente una tableta de 5-BrdU. 

Treinta minutos después, se les administró el siguiente tratamiento: 

No. Lote Tratamiento 
1 Aoua vo 
2 Extracto de 
3 Extracto de 
4 Extracto de 
5 Extracto de 
6 
7 
8 Extracto de 
9 Extracto de 
10 Extracto de 

(vo)- via oral; (vi) -vía mtraperitoneal 

El procedimiento de tinción diferencial, !a observación microscópica y el análisis estadístico se 

:alizó de manera similar al ensayo genotóxico. 

Cálculo para determinar el Indice de Inhibición (l. l.) 

I.I. = - ICH (Tratamiento) ~ JCH (Testigo negativo) X 100 

ICH (Testigo positivo) - ICH (Testigo negativo) 
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. RESULTADOS 

Obtención del extracto de Gordolobo 

La concentración final que se obtuvo de extracto fue de 30 gr/ 300 ml. que se mantuvieron a 

1a temperatura de -70 ºC para su conservación 

Determinación de la DLo del extracto 

En la etapa 1, en los ratones que se les administraron dosis de l O, 100 y 1000 mg!K.g, no hubo 

limales muertos. Debido a estos resultados, se procedió a utilizar dosis de 1600, 2900 y 5000 

g/Kg, en donde también no hubo muertos. Por lo que se determinó que el extracto de gordolobo 

, es tóxico. 

Ensayo Genotóxico 

En la tabla 3 se observa el promedio de ICHs obtenido al observar 30 metafases por ratón, 

Lciendo un total de 150 metafases analizadas por lote, obteniéndose los siguientes resultados: 

Intercambio de Cromátidas Hennanas 

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) !CH + d. c. 
1 Agua 0.9 + 0.09 
2 Extracto de gordolobo 500 LO + 0.12 
3 Extracto de gordolobo J 000 1.2 + 0.14 
4 Ciclofosfam1da 10 •7.3 + 0.96 

* D1fcrcncia cs1ad1stic:imc11tc s1gn1ficatLva con respecto al testigo negativo, 
ANOV A, t-studcnt a= 0.05 

Tabla 3. Frecuencia de ICHs en médula ósea de ratones tratados con extracto de Gordolobo 

y CCF. 
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FRECUENCIA DE ICH 

8 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

o 
TEST(-) GOROOLOBO GOROOLOBO CCF50 

500 1000 

mg/Kg 

Gráfica 1. Frecuencia de ICHs en los tratamientos con Gordolobo y CCF 

Indice Mitótico 

La detenninación del indice mitótico señala la capacidad de división celular, en la cual una 

ula madre origina a dos células hijas. Como se muestra en la tabla y en la gráfica no existen 

:;:rcncias estadísticamente significativas (ANOVA, t-student a.= 0.05). 

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) IM + d. e. 
I Agua 4.3 ± 0.94 
2 Extracto de gordolobo 500 3.4 + 0.11 
3 Extracto de gordolobo l 000 3.6 ± 0.60 
4 Ciclofosfamida 1 O 2.1 + 0.60 

Tabla 4. Indice mitótico de ratones tratados con Gordolobo y CCF. 
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INDICE MITOTICO 

IM 

TEST(-) GORDOLOBO GOROOLOBO CCFSO 
soo 1000 

mg/Kg 

Gráfica 2. Indice mitótico en los lotes tratados con Gordolobo y CCF 

Cinética de Proliferación Celular 

En los resultados obtenidos en la cinética de proliferación celular, tampoco se observaron 

ferencias estadísticamente significativas entre los lotes (ANOVA, t-student a = 0.05), como se 

:uestra en la tabla y en la gráfica. 

s/o. Lote Tratamiento (mg/Kg) lM 2M 3M TPG 1hr) + d.e. 
1 Agua 47.8 33.6 18.6 12.29 + 0.49 
2 Extracto de gordolobo 500 40.0 41.8 18.2 12.19 + 0.48 
3 Extracto de gordolobo 1000 45.0 37 18 12.21 + 0.20 
4 Ciclofosfamida 1 O 43.4 44.2 12.4 13.00 + 0.57 

Tabla 5, Cinética de proliferación cdular y tiempo promedio de generación en Ios ratones 

administrados con Gordolobo y CCF. 
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CINETICA DE PRQLIFERACION CELULAR 

50 

40 

"' 30 .. 
(.) 20 8 M2 

M3 

10 

o 
TEST(-) GORDSOO GORD1000 CCF 

mg/Kg 

Gráfica 3. Cinética de Proliferación Célular en ratones tratados con Gordolobo y CCF 

Ensayo Antigenotóxico 

Intercambio de Cromátidas Heimanas 

No_ Lote Tratamiento (mg/Kg) !CH + d.e. % de Inhibición 
1 Agua 1.17 + 0.11 
2 Gordolobo 50 1.1 + O. 14 
3 Gordolobo 250 1.4 + 0.04 
4 Gordolobo 500 I.5 ± 0.07 
5 Gordolobo I 000 1 .4 + 0.12 
6 Daunorrubicina 1 O 10.8 + 0.43 
7 Gordolobo 50 + Daunorrubicina 1 O 11.1 + 0.57 . 
8 Gordolobo 250 + Daunorrubicina 1 O -:-9.8 + 0.37 ¡¡ 

9 Gordolobo 500 + Daunorrubicina I O -:-5.7 + 0.4 53 
10 Gordolobo l 000 + Daunomzbicina l O .,,4.9 + 0.1 61 

❖ D1fcrcnc1:i. cstad1st1camcntc s1gndicativa con respecto al testigo pos1t1vo, ANOVA, t-student ~=O.OS 

Tabla 6. Promedios de ICHs obtenidos en los animales tratados con Gordolobo, 

dauno1nibicina y la combinación de ambos agentes. 
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FRECUENCIA DE ICH 

T(-) GS0 G250 Gs00 G1000 010 GS0 G250 GSO0 G1000 
+010 +D10 +010 +D10 

MG/KG 

T- Testigo negativo; G- Gordolobo; D- Daunorrubicina 

Gráfica 4. Frecuencia de ICHs en los tratamientos con Gordolobo, Daunorrubicina y la 

combinación de ambos. 

Indice Mitótico 

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) IM + d.e. 
I Agua 3.3 + 0.22 
2 Gordolobo 50 3.2 + 0.21 
3 Gordolobo 250 3.2 + 0.16 
4 Gordolobo 500 3.1 + 0.14 
5 Gordolobo I 000 3.3 + 0.32 
6 Daunom.ibicina 1 O •2.8 + 0.10 
7 Gordolobo 50 + Daunorrubicina I O •2.5 + 0.11 
8 Gordolobo 250 + Daunorrubicina I O •2.8 + 0.24 
9 Gordolobo 500 + Daunorrubicina I O 3. I + 0.23 
10 Gordolobo 1000 + Daunorrubicina I O 3.0 + 0.20 .. -* D1tercnc1a cstad1st1camcntc s1gmficat1va con respecto al testigo negativo, ANOVA, t-s.tudcnc a - 0.05 

Tabla 7. Indice mitótico de los ratones tratados con Gordolobo, daunorrubicina y la 

combinación de ambos agentes. 
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INDICE MITOTICO 

GSO G250 G500 G1000 D10 GSO + G250 G500 G1000 
D10 + D10 + D10 + D10 

mg/Kg 

T-Test1go negativo; G- gordolobo; D- Daunorrubicina 

Gráfica 5. Indice Mitótico de los tratamientos con Gordolobo, Daunorrubicina y la 

combinación de ambos 

Cinética de Proliferación Celular 

'lo. Lote Tratamiento (mg/Kg) JM 2M 3M TPG/hrl + d.e. 
1 Agua 29.8 52.8 17.4 ll.l9+0.ll 
2 Gordolobo 50 33.6 53.8 12.6 12.13 + 0.53 
3 Gordolobo 250 30.2 53.4 16.4 11.27+0.]5 
4 Gordolobo 500 25.4 59.8 14.8 11.08 ± 0.43 
5 Gordolobo 1000 38.4 44 17.6 12.l l + 0.32 
6 Daunorrubicina 10 50.0 41.4 8.60 * 13.40 ± 0.45 
7 Gordolobo 50 + Daunorrubicina 1 O 31.8 50.2 18.0 11.27 + 0.15 
8 Gordolobo 250 + Daunorrubicina l O 33.4 48.0 18.6 1 l.34 ± 0.36 
9 Gordolobo 500 + Daunorrubicina 1 O 33.4 54.0 12.6 12.11 + 0.35 
10 Gordolobo 1000 + Daunorrubicina I O 51.4 33.2 15.4 * 13.20 ± 0.86 

~ D1fcrcnc1a estad1st1camcn1c s1gn1ficat1va co11 respecto .il 1cst1go negativo, ANOVA, t-srudcnt o: ""0-05 

Tabla 8. Cinética de prohfcración celular y tiempo promedio de generación en ratones 

dministrados con Gordolobo, dau11orrubícína y la combinación de ambos agentes. 
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CINETICA DE PROLIFERACION CELULAR 
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Gráica 6. Cinética de Proliferación Celular en los ratones tratados con Gordolobo, 

Daunorrubicina y la combinación de ambos 
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6. DISCUSION 

Es sabido que desde la época prehispánica la planta del Gordolobo se ha consumido, sin 

haberse presentado ningún efecto nocivo. El estudio de la dosis letal media del extracto de 

Gordolobo aquí presentada demostró no ser tóxico, probándose dosis altas de hasta 5 000 mg/Kg 

sin presentar alguna alteración observable en los animales. Lorke (1988) en su trabajo menciona 

que un compuesto al no producir algún efecto a la dosis mencionada, es considerado corno 

atóxico. Jankun (1997) recientemente comentó que los tés de polifenoles, bebida que bien puede 

ser comparada con el extracto estudiado por sus constituyentes similares, pueden ser consumidos 

en altas dosis fuera de algún efecto toxicológico. 

El estudio fitoquímico preeliminar del extracto de Gordolobo demostró que contiene diversos 

componentes, como lo son los taninos, quinonas, antraquinonas, alcaloides y flavonoides, como 

con otros tés y extractos estudiados con componentes simílares a los del Gordolobo, se ha 

inferido que las propiedades antioxidantes que se les atribuyen es debido a la acción de los 

flavonoides. 

Ahora bien, se ha discutido en diversas investigaciones que alimentos que contienen 

flavonoides, como es el caso del Gordolobo; y los mismos tlavonoides han presentado efectos 

mutagé111cos y carcínogénicos en ensayos in vuro (Ames, 1983). Debido a esta cuestión, se 

procedió a determinar si el extracto empleado, podría tener efectos gcnotóxicos al determinarse la 

frecuencia de ICHs; para este estudio se utilizó a la ciclofosfamida como testigo positivo, por 

saber que este agente es un muy buen inductor de ICHs (Natarajan, l 981 ), confirmándose dicho 

efecto en el ensayo al obtener un número de 7 8 de lCHs como se muestra en la tabta 3. Así 

mismo, en esta tabla podemos observar que el Gordolobo en las conccntrac1oncs cn1plcadas de 

500 y I000 mg/Kg no aumentaron el número de [CHs, no habiendo diferencias cstJdísticamcntc 
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significativas con respecto al testigo negativo (ANOVA, t-Student a === 0.05), observándose los 

mismos resultados en el índice mítótico y en la cinética de proliferación celular, por lo que 

podemos considerar que el extracto no es genotóxico, ni citotóxico. 

Examinando los resultados anteriores, se dedujo, que el extracto de Gordolobo podía ser un 

buen candidato para probarse corno un agente antigenotóxico, debido a que plantas del mismo 

género del Gordolobo exhiben propiedades antioxidantes, corno fuertes atrapadores de radicales 

libres (Asaka, I 992), de tal manera que se procedió a realizar el ensayo para estudiar el efecto 

antigenotóxico, también evaluando la frecuencia de ICHs. Para dicho estudio se utilizó a la 

daunorrubicina, que como se ha visto es un potente generador de radicales libres y un gran 

inductor de !CHs (Goodman, 1996). Tal efecto, se comprobó en el ensayo, ya que la 

daunorrubicina indujo 10.8 ICHs en las células de médula ósea de los ratones, como se muestra 

en la tabla 6. Los resultados también confirman que el extracto de Gordolobo no es genotóxico al 

presentar un número de ICHs similares al del testigo negativo, los cuales no son estadísticamente 

significativos con respecto a éste. Pero es de mayor importancia. observar que los animales 

tratados con la daunonubicina y el extracto de Gordolobo a las dosis de 250, 500 y 1000 mg/Kg, 

disminuyeron el número de ICHs considerablemente, hasta un 61 % en la dosis más alta, 

habiendo diferencias estadísticamente significativas con d testigo positivo (ANOV A, t-Student <:J. 

= 0.05). 

Ahora bien, en el ensayo antigenotóxico se observó que la disminución en el número de ICHs 

:n los lotes tratados con el extracto más la daunorrubicma, es proporcional a las dosis empleadas 

icl extracto. Existen mvestigac10ncs de diferentes plantas como el té negro y el tC verde, en la 

'UC dan una relación en peso seco de la planta, en donde aproximadamente el 30 % corresponde a 

ornpucstos ílavonoidcs (Yang, 1993). Si así fuera, para el ensayo, la cantidad aproximada de 
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compuestos que dieran la actividad antioxidante en el extracto oscilaría entre 6 y 27 mg, en las 

dosis en las que se presentó disminución del número de ICHs. 

No se han encontrado estudios in vivo en donde se relacione inhibición de dafi.o genético con 

tratamientos en los que se usen extractos de flavonoides; pero existe un estudio in vitro en donde 

se determinaron micronúcleos en células V79 inducidos por mitomicina C, así como la 

transforn1ación celular de células BALBc/3T3 inducidas con 3-metilcolantreno~ protegidas con 

~xtractos de tés de flavonoides; en donde se observaron porcentajes de inhibición del 49.7 y 59.5 

1/o en concentraciones de flavonoides de 200 mg/L (Han, 1997), porcentajes de inhibición 

;emejantes a los obtenidos en el ensayo. 

El extracto sólo en las concentraciones probadas no aumentó el número de ICHs, estos valores 

;on muy similares a los del control negativo usado. La mayoría de las investigaciones con 

Jropiedades y constituyentes parecidos a las del Gordolobo presentan resultados semejantes y 

;olo en muy pocos casos los efectos son contrarios. 

El mecanismo de acción, por el cual el extracto acuoso de Gordolobo disminuye el número de 

CHs, se ha propuesto en base a los constituyentes del extracto, a los que se les ha demostrado su 

tctividad antigenotóxica, es decir los flavonoides, a los cuales se les ha probado efectos 

Lntioxidantes. 

Los estudios con estas tendencias argumentan que los flavonoides provenientes de productos 

1aturales tienen una amplia variedad de efectos benéficos pero que, sin embargo, también causan 

liferentes tipos de daños, como la formación de estados pro~oxidantes, que pueden conducir al 

año celular (Ames 1983, 1989). Esta actividad dual se ha visto también en la vitamina C, 

epenicndo esta de la concentración y la dispombilidad de otros reaccionantes. 
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El estado redox de los flavonoides influencia su actividad con metales quelantes. La 

importancia de los metales de transición, en especial del hierro (III) con la cornplejación de los 

flavonoídes, radica en que estos pudiesen actuar como competidores con la daunorrubicina por el 

hierro. Como se sabe, la daunorrubicina en algunas de sus principales funciones es la de 

reaccionar con el hierro para formar especies reactivas de oxígeno por reacciones Fenton, así 

como también para formar el complejo daunorrubicina~hierro para mtercalarse en el ADN . Es 

así, como las propiedades complejo-metálicas de las moléculas de los flavonoides podrían hacer 

alguna contribución a su actividad total (Metodiewa, 1997; Lukner, !990; Letan, 1966). Entre los 

flavonoides presentes en las diferentes especies de Gnaphalium se encuentran una gran variedad 

de compuestos flavonoides metoxilados, que podrían dar una mayor estabilidad a los complejos 

formados por metales que con los complejos formados con la daunomzbicina. 

Los resultados de varías investigaciones in vitro e in vivo desarrolladas recientemente sugieren 

una relación estructura-actividad en la capacidad de los flavonoides para actuar como 

antioxidantes. Los siguientes tres factores estmcturales juegan un papel importante en este 

proceso: la presencia del grupo catecol en el anillo B (Sanz, 1994); el doble enlace 2-3 en 

conjugación con el 4-oxo de un grupo carbonil en el anillo C; y la presencia adicional de grupos 

OH en el anillo A y B como se muestra (Fig. 15) (Metodicwa, 1997). 

Estas propiedades estructurales son capaces de proveer de facultades quelantes de hierro y 

atrapadores de radicales libres además de actividades inhibitorias de enzimas por ejemplo la 

xantina oxidasa (Cos, 1998; Robak, I 988). 
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Fig.15. Factores estructurales involucrados en los mecanismos antioxidantes (Metodiewa, 

1997). 

Las especies reactivas de oxígeno formadas a partir de la metaboJización de la daunorrubicina 

ueden ser atrapadas por las estructuras características de los flavonoides presentes en el 

iordolobo, como se ha visto por diferentes mecanismos; y así proteger o disminuir del daño 

enético, y en sí el número de ICHs, producidos por radicales libres. 

Pero, es necesario definir las especies químicas responsables de la naturaleza protectiva que se 

: ha encontrado a el extracto de Gordolobo. 
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'. CONCLUSIONES 

1. El extracto acuoso de Gordolobo en las dosis estudiadas de 500 y 1000 mg/Kg no presentó 

lCt1vidad genotóxica, m citotóxica 

2 En el ensayo antigenotóxico, el extracto de Gordolobo a las dosis de 250, 500 y 1000 

ng/Kg disminuyeron el número de ICH en las células expuestas con daunorrubicina, el cual fué 

m fuerte inductor de ICHs, determinando así que el Gordolobo (Gnaphalium oxyphyllum) ejerce 

m efecto protector en las células, lográndose con la dosis mayor, un índice de inhibición del 61 

1/o. 

3. El índice mitótico no se alteró en los tratamientos con Gordolobo, y el tiempo promedio de 

;cncración mostró un aumento cstadísticmncntc significativo, solamente con la dosis de I 000 

ng/Kg de Gordolobo más la daunorrubicina. 
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