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Resumen

Desde hace mucho tiempo se utilizan un gran nimero de plantas a las que se les atribuyen
opiedades medicinales, entre éstas se encuentra el Graphalium oxyphyllum ,originaria de
éxico conocida tradicionalmente como Gordolobo, la cual se utiliza principalmente para el
atamiento de padecimientos respiratorios y para transtornos gastricos. A las plantas de este
nero se les han determinado propiedades antioxidantes asl como de potentes promotores
titumorales, tal actividad debida a [z presencia de flavonoides que se encueniran en estas
antas.

La presente investigacion tuvo el objeto de conocer st esta especie de Gordolobo ejerce un
ecto antigenotéxico en médula 6sez de ratones expuestos al mutdgeno daunorrubicina, mediante
evaluacién del nimero de mtercambios de croméatidas hermanas (ICH).
imeramente, para objeto de cstudio genotdxico se dispusieron 4 lotes, distnbuyéndose 5 ratones
achos cepa NIH dc 25 gr. de peso en cada lotc, se les implanté una tableta de 5-
omodesoxiuridina, se lcs administré por viz oral el extracto acuosv de Gordolobo a dosis de
0y 1000 me/Kg, sc incluyd un lote de testigos negativos (agua) y uno de testigos positivos
iclofosfamida 50 mg/Kg) Los ratones se sacrificaron 2 las 24 lirs. con la administracién previa
: colchicing, ¥ se llevd a cabo la obtencion de ia médula dsea para finalmente realizar [a tincidn

ferencial para la visualizacion de los ICH.



Para el ensayo antigenotdxico, s¢ prepararon 10 lotes, con 5 ratones cada uno con
aracteristicas similares a los anteriores. Los cuatro primeros lotes fueron administrados con el
xtracto de Gordolobo a las dosis de 50, 250, 500 y 1000 mg/Kg, a los cuatro siguientes se les
idministaron las mismas dosis de Gordolobo mas daunorrubicina (10 mg/Kg). Los animales
sontrol se administraron con agua (negativo} y daunorrubicina (positivo) a la misma dosis. El
srocedimiento se continud de la misma manera gue parz el ensayo genotdxico.

En los resuifados obtenidos en el ensayo genotdéxico no se obtuvieron diferencias
=stadisticamente significativas en los ICHs entre el testigo negativo y los animales administrados
on el extracto de Gordolobo. Con respecto a los resuliados que se obtuvieron en el ensayo
antigenotéxico, los animales tratados con el extracto de Gordolobo mds la daunorrubicina
mostraron diferencias estadisticamente significativas al compararlos con el control positivo
(prueba t-student o= 0.05). Es decir hubo una disminucién e el numero de ICHs en los animales
ratados con Gordolobo a las dosis de 250, 500 y 1000 mg/Kg mas daunorrubicina, con respecto
al testigo positivo; ¢l indice de inhibicién fué en un porcentaje del 11, 33, y 61 %

‘espectivamente.

VI



1. INTRODUCCION
1.1. Mutigenos

Una mutacién se considera como un cambio en la secuencia de las bases nitrogenadas que
constituyen al acido desoxirribonucléico (ADN). Un mutdgeno es cualquier agente capaz de
producir una mutacién L.os agentes mutagénicos son de distinta naturaleza y pueden corresponder
a agentes fisicos como la luz ultravioleta y las radiaciones o a un gran nimero de sustancias
quimicas, entre las que se incluyen farmacos empleados para tratamientos terapéuticos. Existen
dos amplias categorias de mutdgenos quimicos, los de accidn directa y los de accién indirecta,
requiriendo estos Qlttmos una posterior activacion metabdlica para convertirse en mutigenos

Los mutdgenos pueden producir mutaciones que ocurren en las células somaticas o en las
células gameéticas. En el primer caso estan relacionadas con la aparicién del cancer (cancerigeno),
con el proceso de envejecimiento celular, y cuando el dafio se produce durante la gestacion

(teratdgeno) (Salamanca, 1990).

1.1 1. Agentes Fisicos

Los agentes fisicos que incluyen a las radiaciones y que son las mas importantes en la
mutagénesis pueden ser divididas en dos categorias, radiaciones ionizantes y radiaciones no
ionizantes. Entre las primeras se hallan los rayos X y los rayos gamma; los rayos alfa y los rayos
beta; los clectrones, los neutrones, y los protones Entre las radiaciones no ionizantes se encuentra
la luz visible v 1a luz ultravioleta (UV) que tienc importancia desde el punto de vista de sus cfectos
mutagénicos (Levine, L 1979)

Las radiaciones ionizantes presumiblemente causan rompimicnto ¢n el ADN por aceidn directa
de la energia de radiacion rompiendo los enlaces fosfodiéster o indirectamente de lz interaccién de

sustancias reactivas formadas en la célula por energia de radiacion con ¢l ADN Se ha visto que

1



los rompimientos en la doble cadena a2 ADN son producidos ntracelularmente en presencia de
oxigeno y tienen una relacién lineal con la dosis de la radiacién Los rompimientos de una sola
cadena, son inciados por pérdida de un atomo de hidrégeno en una desoxirribosa formando un
radical El radical reacciona con el oxigeno para formar un radical peroxi y romper ia 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 homoélogos se pueden producir
translocaciones. Estas radiaciones también pueden producir mutaciones puntuales.

Cuando los acidos nucleicos absorben luz UV, la energia absorbida puede producir alteraciones
en las caracteristicas de enlace de las purinas y las pirimidinas Se ha vistc que estas Gltimas son
mas propensas a estos cambios que las purinas Una de las consecuencias de la alteracién de las
caracteristicas de enlace consiste en [a formaciéon de enlaces covalentes entre pirimidinas
adyacentes de la misma cadena de ADN. Las pirimidinas unidas reciben el nombre de dimergs De
los tres tipos posibles de dimeros que se pueden formar, el dimero de timina es el que se forma con
mayor facilidad. La dimerizacion 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 produciria una transicion de A-T a
C-G. Otros fotoproductos como los dimeros de citosina, se forman en menor cantidad y producen
mutaciones al ser desaminados y convertidos en dimeros de uracilo, puesto que este actia como la
timina, esto dara lugar a una transicion de G-C a A-T (Levine, L. 1979).

En los dimeros de timina, estas dos pirimidinas compiten por uniones de hidrogeno a bases
complementaras {AA) situadas en fa cadena complementaria, los dimeros de timira producen una
distorsion local en el ADN Esta clase de lesiones interrumpe la accion de la ADN polimerasa no

reconociendo ahora la copia de estas dos timinas, la replicacidn 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. 1988; Wagner, 1992).

1.1.2 Agentes Quimicos

Los compuestos quimicos que resultan mutagénicos pueden ser agrupados seglin sus
propiedades y sus mecanismos de induccitn del fendmeno mutacional (Salamanca, 1990).

Los andlogos de bases son bases plricas o pirimidicas que difieren ligeramente a las
encontradas en el ADN, Tales bases son ¢l 5-bromouracilo (5-BrU) y las Z-aminopurinas. La
manera en la cual los analogos de base producen mutaciones, es mediante la incorporacidn de la
base aniloga durante la replicacion del ADN y un apareamientc equivecado com otra base
nitrogenada de la cadena complementaria. Ejemplos de este tipo de mutacion es ef 5-BrU, dando
como resultade las transiciones GC a AT 6 AT a GC.

Otro mecanismo por el cual se producen transiciones del mismo tipo, es por la desaminacion de
la citosina a uracilo y de la 2denina a la hipoxantina (la cual se aparea igual que la guaninz), estas
desaminaciones son provocadas por el mutigeno dcido nitroso.

Los agentes alquilantes son otro grupo de mutégenos conocidos, entre estos se encuentran las
mostazas nitrogenadas, el metil metano sulfonato y fas etilen-eneimina Estos compuestos
producen la alquilacidn en las bases del ADN| la base mas vulnerable es la guanina que es atacada
mas frecuenternente en los sitios O y el N 9

Ei dafio que causan los agentes alquilantes al ADN son el detenimiento en la replicacion y por
consecuencia de la divisién celular, siendo estas mutaciones letales, por lo que son usados como
agentes antineopldsicos (Goodman, 1994). También los agentes alquilantes pueden provocar
rupturas cromosémicas, esto es , cuando se remueve la base alquilada se forma un espacio que

pucde desencadenar en una doble ruptura (Rothwell, 1983)

3



Existe otro tipo de compuestos quimicos, como los colorantes derivados de la acridina, o como
los antibioticos antraciclicos, que se intercalan en la doble hélice del ADN, en perneral son
moléculas aromaticas o heteroarométicas con series de anillos planos que tienen la propiedad de
insertarse enire los pares de bases de la doble hélice. Esta intercalacion se da por la interaccion en
la transferencia de cargas, en enlaces de hidrégeno, v fuerzas electroestaticas. La interaccién es no
covalente, lo cual hace que la hélice este rigida, causa que los pares de bases se separen
verticalmente, y que ademas distorsione la union aziicar-fosfate La destruccidn de la estructura
regular de Ia hélice, hace que se desenrrolle el ADN, interfiriendo con la accion de las enzimas que
se unen al ADN como la topoisomerasa, alterando el grado de superenrrollamiento, y la ADN
polimerasa (Silverman, 1992). Puede provocar mutaciones por corrimiento, desfasamiento
transtrocamiento. Algunos originan uniones entre las bases de la misma o diferente cadena
(Salamanca, 1990).

Existen firmacos anticancerigenos que son conocidos por actuar en la enzima topoisomerasa I,
para estabilizarse en un complejo ternario ADN-farmaco-topoisomerasa II. Este complejo puede
conducir a eventos de recombinacion ilepitima, asi como a la formacién de otras lesiones. La
genotoxicidad mediante la topoisomerasa 11 depende fuertemente del status del ciclo celular de fa
célula blanco Algunos de los efectos que causan estos agenies directos de la enzima
topoisomerasa I, es la reduccidn, condensacion y fragmentacion de la cromatina, e interferencia

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



1.1 2.1. Ciclofosfamida

La ciclofosfamida (CCF) es un citotoxico no especifico del ciclo celular, es un agente
antiproliferativo el cual es usado en diversos problemas médicos como neoplasias, transplante de
tejidos v enfermedades inflamatorias. Quimicamente es un bioprecursor inerte de una potente
mostaza nitrogenada de un agente alquilante (Wermuth, 1996).

Este compuesto es usado ampliamente como farmaco anticancerigeno, principalmente por su
toxicidad en células tumorales hipdxicas. La CCF es activada metabdlicamente por enzimas
microsomales de el sistema citocromo P-450 antes de la ionizacién de los atomos de cloro y la
formacion subsecuente del ion ciclico etilendiamonio. La reaccion metabdlica inicial es la
oxidacion a 4-hidroxiciclofosfamida, seguida de la deshidrogenacion de este compuesto y de la
aldofosfamida, el compuesto se desactiva a los metabolitos urinarios 4-oxociclofosfamida y
carboxifosfamuda, mientras que la aldofosfamida se mantiene en equilibric redox con la
alcofosfamida. En células tumorales relativamente anaerdbicas, los metabolitos biologicamente
activos son la mostaza fosforamida y el metabolito tdxico acroleina, que son producidos por la
aldofosfamida en una reaccion limitante de B-eliminacién. Esto puede ser notado en que la 4-
hidroxiciclofosfamida esta también en equilibrio de hidratacion/deshidratacién con la
correspondiente forma amino. (Fig 1).(Testa, 1995; Silverman, 1992; Craig, 1990).

La CCF es la mostaza nitrogenada mas versatil y mas usada en examenes preclinicos, posee un
amplio espectro de actividad de todos los agentes alquilantes, la administracion de la CCF ejerce
sus efectos citotoxicos en virtud de su capacidad para entrecruzar las cadenas def ADN, reacciona
con los dos compuestos cloro-ctil con una basc del rucledtido adyacente (Craig, 1990, Smith,

1993)
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Fig 1. Esquema metabolico parcial de la ciclefosfamida (Testa, 1995)

1.1.2 2. Daunorrubicina

La daunorrubicina e¢s un antibidtico antraciclico que es producido por el hongo Streptococcus

percelius var, cagsius | oxisten otros antibioticos antraciclices de 1gual naturaleza que difieren un

poco en su estructura quimica y que s¢ emplean para ¢f mismo fin La  daunorrubicina

empleade preferentemente  contra  leucemias agudas

La utilidad clinica de este agente

queda limitada por la aparicion de cardiomiopatias, cuya presencia depende de la dosis letal del

tarmaco (Goodman, 1996)



Los antibioticos antraciclicos poseen estructuras anulares tetraciclicas con un aziicar poco
comiin, la daunosamina, unida por enlace glucosidico. Los agentes citotoxicos de esta categoria
tienen fracciones quinona e hidroquinona en anillos vecines, lo cual les permite actuar come
agentes receptores y donadores de electrones, (Fig.2).

o]

OH
COCH:
\\
OH
1
OH o)

QCH; O

Fig 2. Bstructura de la daunorrubicina (Westendorf, 1984)

Existen algunas controversias en cuanto al mecanismo de accion de este compuesto ya que
ejerce diferentes acciones bioldgicas, en sintesis puede haber varias posibilidades en las que Ia
daunorrubicina produzea dafio al ADN:

a) Por intercalacién

b} Produccion de radiczles libres (de semiquinona, 02, -OH)

¢) Formacion de complejo férmico

d) Por alquilacion

Por intercalacion.

Este compueste es caracteristico por su habilidad de intercalarse dentro del ADN, forma el
complejo ternario con la topoisomerasa I y el ADN, provocando la inhibicidn de la replicacion y
de la transcripcion  Estudios con rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN) de un modclo
del complejo daunorrubicina-oligonucledtido muestra que los oligonucledtidos forman scis pares

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



secuencia d{CpG). El cromdforo tetraciclico estd orientado ortogonalmente a lo largo de la
dimension de los pares de bases, y el anillo que tiene el sustituyente aminoaziicar empuja hacia el
interior del surco mener , (Fig 3). Los sustituyentes en este anillo unen al hidrdgeno al par de
bases por encima y debajo del sitio de intercalacion. El aminoaziicar casi cubre el surco menar,
pero sin unirse al ADN. El complejo es estabilizado por energia estitica v por enlaces de
hidrdgeno 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 oligonucledtidos
(Silverman, 1992)

Produccién de radicales libres.

Otro mecanismo de datio al ADN es la transferencia quimica de electrones. La reduccion de un
electron de la antraciclina, catalizada por flavoproteinas como la NADPH- citocromo P-450
reductasa, produce el ra;iical de semiquinona de la antracicling, (Fig 4). , el cual puede transferir
un electrén al oxigeno para regenerar la antraciclina vy producir superdxido ( Oz ). Ambos €l
superdxido y los radicales aniones de semiquinona de la antraciclina pueden generar el radical

hidroxil (-OH) (Fig 5), ¢l cual es conocido por dafar al ADN(Goodman, 1996, Stlverman, 1992).
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Fig 4. Mecanismo de transferencia de electrones para dafiar al ADN (Silverman, 1952)

20 + 2H e > H0, + O
20 + HiOp > HO + O
o
H0, + b > 2+ HO o+ HO
0
0y + Feea comeeew> O, + Fe¥'-a
Fe'-a + H0p -eemeeeeee- > Fe-a + HO + HO
HO  + ADN e > Ruptura de cadena

Fig 5 Generacion de radicales hidroxil de la semiquinona de antraciclina (Silverman, 1992)

Formacién del complejo férrico.
Una tercera posibilidad para provocar el dafic al ADN por la daunorrubicina, es la formacion de

un complejo férrico, ¢l cual s¢ une al ADN por un mecanismo diferente al de intercalacion y



significativamente muy fuerte. Este complejo férrico puede reaccionar con superdxido para dar
oxigeno y el correspondiente complejo ferroso, (Fig.6). La reduccion del ion ferrose con el
peréxido de hidrégeno es conocida como reaccion de Fenton, la cual es usada en el método

estandar para la generacion de radicales bidroxil cuando se hace marcage de ADN (Silverman,

1992).

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

Como la generacion de los radicales hidroxil ocurre adyacente al ADN, es improbable que los
atrapadores de radicales pudieran ser un método efectivo de proteccion celular, como fue
demostrado con antibidticos de antraciclina en la induccion de toxicidad cardiaca (Gringauz,
1997),

Por alquilacion

Un cuarto mecanismo propuesto para la accion de las antraciclinas involucra una reducctén de
dos electrones para reducir la antraciclina, el cual se piensa causa la eliminacion espontanea del
aziicar (Schreiber, 1987). Esto podria generar un receptor Michael, el cual puede ser capaz de
ilquilar al ADN (Fig 7). Sin embargo, se ha encontrado que ¢s muy dificil que la daunorrubicina
sufra ta eliminacion del azicar Posiblemente la climinacion del azicar ocurre con ¢l estado de

sxidacion de la semiquinona (Wermuth, 1996, Silverman, 1992)
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Las actividades biologicas de las antraciclinas son de alta complefidad. Se ha detectado la
oxidacion de bases del ADN en células apoptéticas después de la induccién de la daunorrubicina ,
siendo mas frecuente la 8-hidroxiguanina, incrementandose significativamente conforme aumenta
la dosis; asi como también se ven aumentados los rompimientos de las cadenas ADN, indicando
estos resultados que la muerte celular esta relacionada con el dafio oxidativo del ADN (Muller,
1997).

Los antibidticos antitumorales de antraciclina como potentes agentes genotoxicos y
carcindgenos, 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 Salmonella typhimurium y en células de hamster chino V79 (Westendorf, 1994). A los
derivados antraciclicos como parte de régimenes de tratamientos contra el céncer, se les ha
determinado el dafio que pueden ocasionar en diferentes organos, a parte de la bien conocida
cardiomiopatia que pueden originar; y se ha encontrado que causan neurctoxicidad en ratas,
ademas de ser hepatotdxicas, 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 peroxidacion de
lipidos en tejido repal de ratas, estimulando la activacién de DT-diaforasas y destoxificacion
mediante glutatidn (GSH) (Dioudis, 1996).

La resistencia a la daunorrubicina es atribuido a [a elevada expresion del gen de la glicoproteina
P170 que bombea el firmaco fuera de la célula, para disminuir la actividad de la enzima de
reparacion topoisomerasa I, y para aumentar la produceion de glutation, el cual atrapa a los

radicales libres y perdxidos.
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1.2. Mutacion y Cincer

Aunque pocas formas de cancer son asociadas con la nifiez, para la mayoria de [os cinceres la
incidencia aumenta marcadamente con fa edad. Por ejemplo, la tasa de muerte de cincer de
intestino grueso, aumenta mas de mil veces entre [as edades de 30 y 80, y esto es tipico en muchos
canceres, el cancer surge cuando una célula acumula diversas mutaciones gspecificas. Las
mutaciones pueden ocurrir en algin tiempo, la probabilidad de gue una célula en particular pueda
adquirir una mutacién incrementa en proporcion directa con la edad (Watson, 1987).

Hay evidencia sustancial de que las mutaciones son necesarias para causar cancer. Para la
primera mitad de este siglo, muchas investigaciones fueron enfocadas en identificar agentes que
pudieran inducir mutaciones y por consiguiente cénceres en experimentos er animales Los
primeros agentes que fueron encontrados fueron los virus, eventualmente ciertos quimicos y
también la radiacién fueron mostrados para inducir tumores en animales y células transformadas en
cuitivos de tejidos; con el entendimiento profundo de que el mecanismo de accidn de estos
agentes inducian cancer a nivel de ADN. Hoy, esto es ampliamente aceptado de que ¢l cancer es
una enfermedad de un mal funcionamiento cefular de genes o una innecesaria expresién genética
viral (Ballantyne, 1993),

Existen evidencias importantes que sostienen el concepte de que la mayoria de los canceres
humanos surgen de la interaccion 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
observacidén de que emigrantes adquieren rapidamente el riesgo de cincer de la ciudad. Se han
acumulado evidencias epidemioclogicas que muestran que la mayoria de los canceres estan
asociados a factores ambientales y estilos de vida, tales como exposicién a produgtos quimicos y

radiaciones, habitos de fumar, pricticas sexuales , etc (Flores, 1995).



Se cree que los productos quimicos son culpables en la mayoria de los casos, v que un
porcentaje menor los virus son responsables de canceres en humanos, los virus causantes de
cancer han sido estudiados ampliamente en experimentos con animales, estos estudios condujeron
al descubrimiento de que genes de cincer celulares, llamados oncogenes, pueden ser activados por
virus, radiacién y carcindgenos quimicos Los oncogenes son genes que se han identificado en
células transformadas; en células normales, estan totalmente inactivados v se les denomina
protooncogenes, su funcién es durante el desarrollo y finaliza en una etapa determinada del
crecimiento celular.

Estudios epidemiolégicos han implicado a los virus como agentes etioldgicos solamente en
ciertos canceres. Estos incluyen el virus de Epstein-Barr (que causa el linfoma Burkitt y linfoma
nasofaringeo), el virus de la hepatitis B y C (causa céncer de higado), el papilomavirus humano
(causa cancer cervical) y el virus de leucemias de células T,

La radiacion ultravioleta es el agente que ha sido reconocido como el mayor causante de cancer
de piel, con excepcion del melanoma maligno. Las radiaciones estan involucradas en variedades de
canceres , particularmente en aquellos que comprenden el sistema linfatico y la sangre, pero
también en cancer de mama, cerebro y tiroides

Los productos guimicos en el desarrollo del cancer fueron asociados cuando se observd que el
contacto prolongado con hollin, alquitran de hulla, petréleo, aumentaba la aparicidn de cancer en
la piel, pulmén y otros tejidos. Cuando se logrd sintetizar compuestos quimicos puros, como los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (por ejemplo el benzo(a)pireno), se establecieron
experimentos en ammales, induciendo la formacién de canceres de piel en roedores, como
resultado de la aplicacion directa.

Uno de los mas importantes quimicos para la poblacin, son los constituyentes del humo del

tabaco; otros incluyen productos derivados de la combustidn, constituyentes de la comida o los
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formados durante la preparacién de ésta (por ejemple, nitrosaminas, hidrazinas, triacenos, aminas
heterociclicas, etc). También se ha reconocido que los carcindgenos pueden ser producidos
endogenamente a través de procesos fisiologicos como la inflamacion, stress oxidativo,

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

1.3. Antimutigenos

A las sustancias capaces de contrarrestar o disminuir el dafio mutagénico independientemente
de los mecanismos involucrados se les conoce como antimutagenos {Ames, 1983).

Los antimutdgenos son clasificados de acuerdo a sus mecanismos de accion o a la eiapa en la
cual gjercen sus acciones (Tabla 1). Existen diversas clasificaciones de antimutagenos;, Ramel y
Alekperov, clasifican a los inhibidores de mutagénesis dependiendo de la etapa en la cual
desempefian sus efectos protectores: la etapa 1 involucra a aquellos inhibidores que intervienen
extracelularmente, al prevenir la formacion de quimicos genotoxicos de compuestos precursores, y
la etapa 2 a los que acthan intracelularmente, denominados bloqueadores que impiden que
compuestos genotoxicos alcancen sitios blanco en la célula (Ramel, 1986). De otro modo, Kada
clasifico a estas sustancias como, a aquellas que actiian antes de la reaccién de un mutigeno con el
ADN como “dismutigenos”; estos comprenden compuestos de alto peso molecular, inhibidores
sobre la accién metabdlica de mutdgenos, v agentes que interfieren con la produccion de
mutagenos a partir de sus precursores quimicos; este parece ser el mecanismo mas selectivo por el
cual los componentes de la dieta ejercen los efectos sobre el mecanismo de los compuestos vy la
carcinogénesis. Asi también, Kada propuso el témino “biomutigeno” para las sustancias
antimutagénicas que reducen la frecuencia mutacional después de que ¢l ADN ha side dafiado por

mutigenos (Ramel, 1986; Wattenberg, 1985).
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Tabla 1 . Agentes antimutagénicos que reducen la tasa de mutaciones espontineas

inducidas (Graf, 1997)

Existen estudios anterores que mostraron que Jos componentes de la dieta pueden impedir la
carcinogénesis por lo siguiente : bloqueo de la activacion metabdlica que es controlado por
reacciones de oxidacién o conjugacion., incrementan la destoxificacion metabodlica y proporcionan
blancos alternatives para metabolitos electrofilicos. Los compuestos fitoguimicos en particular han
incrementado los niveles de glutation, glutation transferasa v glucuronil transferasa para facilitar
la destruccidn de electrofilos y oxidantes reactivos (FNPC, 1997).

Nutrientes esenciales que mostraron Ia inhibicidn quimica de tumores inducidos incluyendo a ia
vitamina A, la cual mostré la inhibicion de la formacion de carcimoma en tejido epitelial por
hidrocarburos policiclicos aromaticos; riboflavin, que inhibe el cancer de higade causado por
colorantes azo en ratas, ademdas quercetina , un flavonoide que ha mostrado marcadamente la
supresibn del efecto promotor de la telocidina en la formacidon de papilomas en piel de ratdn

(Nishino, 1984).



En estudios epidemiolégicos recientes se sugieren patrones de dieta protectivos, estas
investigaciones proponen que dietas ricas en vegetales y frutas se asoctan con una reduccion del
riesgo de cancer en una variedad de drganos. Modulaciones de la dieta en ef proceso de cancer se
han aplicado a todas las clases de quimicos. Los nutrientes muestran efectos regulatorios en
canceres experimentales, incluye: macronutrientes (grasas, carbohidratos, proteinas y fibra);
vitaminas (4cido félico, riboflavina, B-caroteno, retinol, a-tocoferol y vitamina B12); y minerales
(selenio, zine, magnesio y calcio). Muchos de estos efectos modulatorios observados en animales

han sido también reportados en estudios epidemiolégicos en humano (FNPC, 1997).

1.4. Radicales Libres

Los radicales libres son especies quimicas que tienen un Gnico electrén en su orbital externo. En
tal estado, el radical es extremadamente activo e inestable y reacciona con sustancias quimicas
organicas (proteinas, lipidos, carbohidratos) e inorganicas, particularmente con molécutas de la
membrana y dcidos nucleicos. Mds ain, [os radicales libres inician reacciones autocataliticas en las
que las moléculas con las que se relacionan se convierten en radicales libres, propagando asi la
reaccion dafiina en cadena (Balz Frei, 1994)

Los radicales libres pueden ser iniciados dentro de las células: 1) por absorcién de energia
radiante (por ejemplo, luz UV, rayos X), 2} por reacciones endogenas, generalmente oxidativas,
que ocurren durante los procesos metabGlicos normales, 6 3) por el metabolismo enzimatico de
sustancias quimicas exogenas o farmacos (por ejemplo, el tetracloruro de carbono). Casi cualquier
atomo puede tener en su orbital externo un tmico electrin, pero el oxigeno y el carbono sen los de

mayor relevancia bicldgica (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
expresién de upa variedad de toxicidades y procesos degenerativos Sin embargo, muchas de las
transformaciones quimicas observadas en tejidos podrian ser consecuencia de dafios producidos a
través de otros mecanismos Con muy pocas excepciones, estableciendo cuales radicales son
participantes significativos en la iniciacién o progresién de una especie téxica o enfermedad (Balz
Frei, 1994).

1.4.1. Tipos de Radicales Libres

La autooxidacién, procesos bioguimicos, 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 composicion. Los radicales libres pueden ser convenientemente
agrupados de acuerdo a sus caracteristicas de reactividad quimica. Basado en sus propiedades
quimicas los radicales pueden ser situados arbitrariamente dentro de dos categorias’ radicales
localizados y deslocalizados, o radicales resonantes.

Radicales localizados. El electron impar es localizado predominantemente en uno de los atomos
de la molécula. Basado en el tipo de dtomo en el cual ellos residen, ademas estan subdivididos
dentro de los siguientes grupos: C { R-CH-R’ ); O u Oxy (-OH, ROO-, RO", -0z ); N (RaN-), §
{ RS- ); y otros.

Radicales deslocalizados o radicales resonantes. El electron impar esta distribuido entre
diferentes dtomos dentro del radical. Consecuentemente, el radical tiene diferentes formas
mesoméricas y es estabilizado por resonancia, Ellos ademas pueden ser subdivididos en: Alifaticos
(bisalicilicos, aductos); Aromaticos (radicales fenoxi v ciclohexadienil), Heterociclicos { guanil,

adenil, aductos heterociclicos) (Simic, 1988).
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Radicales derivados del oxigeno. Como es bien sabido el oxigeno normalmente sufre una
reduccidn de cuatro electrones al pasar a H2O, catalizado por la citocromo-oxidasa. Sin embargo,
la presencia de oxigeno intraceiular también permite la produccidn inadvertida de especies de
oxigeno intermedias parcialmente reducidas, toxicas. Las formas més importantes son el
superdxido (02" ), € perdxido de hidrogeno (Hz02 ) y los lones hidroxilo {-OH). Estas formas
pueden producirse por la actividad de diversas enzimas oxidativas, en diferentes sitios de la célula-
citosol, mitocondrias o enzimaticamente, por las enzimas citoplasmaticas como la xantina oxidasa,
el citocromo P-450 y otras oxidasas

02 oxidasa, Oz

Una vez producido el superdxido puede ser inactivado esponténeamente o, mas rapidamente

por la enzima superdxido dismutasa (80D), formandose H20z.
or + 0O + 2ZH 80D, H0:2 + Oz

El perdxido de hidrdgeno es producido por dismutacion de Oz, como ya se ha explicado o
directamente por las oxidasas presentes en los peroxisomas.

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

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

reaccion de Fenton

en la reaccion de Haber-Weiss
H202 4+ 02 e > -Q0H + -0H + O
El hierro es particularmente importante en la lesion toxica del oxigeno. La mayor parte del

hierro libre esta en forma férrica (Fe 111} y debe ser reducido a ferroso (Fe II) para ser activo en la
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reaccion de Fenton. Esta reaccién puede ser magnificada por el superdxido, por lo que es
importante en la generacton de - OH (Robbins, 1990)

1.4.2. Reacciones caracteristicas de los radicales

Existen tres clases de reacciones de radicales que son reconocidas; extraccién del atomo,
transferencia de electrones y adicion del radical (Smith, 1992). Productos caracteristicos de estas
reacciones generales han sido identificados en sistemas biologicos y estudiados en relacion a la
lesion de tejidos.

Ademads, lo importante de las reacciones de radicales es su potencial para proceder en
reacciones en cadena que mantienen entre si mismos, consistiendo de reacciones de iniciacién y
propagacion, Las reacciones de iniciacion resultan en la creacion de especies con electrones
irnpares. La hendidura homolitica de perdxidos o compuestos azo son ejemplos de reacciones de
iniciacion de radicales (a). Las reacciones de propagacion son aquellas en la cual el carécter del
radical es retenido o transferdo (b,c,d) (LH, molécula lipidica, L-, radical del carbon, LOO:,

radical lipidico peroxil; LOOH, hidroperdxido lipidico).

Iniciacion A-B ——> A+ B ()
Propagacion A+ LH «emmre > AH + L- (b}
L+ 00 - > LOO: (c)

LOO- + LH - > LOCH + L- (d)

Terminacion Lo+ L s > L-L (e)

L+ LOO meeee >. LOOL ®



Las reacciones de propagacion usualmente acontecen por la vasta mayoria de [os productos de
formacidn de procesos de radicales [ibres, como en la peroxidacion de lipidos no enzimatica. Las
reacciones de terminacion resubtan en fa conversidn de radicales en productos spin pares (e,f)).

La reaccidn inicial de la vitamina E y otros antioxidantes fendlicos (ArOH) con radicales
lipidicos intermedios (LOO-) es la transferencia del atomo de H fendlico, de este modo
extinguiendo o atrapande el intermediario LOO-, pero generando el correspondiente radical
fenoxil {ArQ-) (g). Aungue no formalm;:nte terminada Iz cadena radical, los radicales fenoxil
sirven para ser menos reactivos en una matriz bioldgica (Balz Frei, 1994).

AfOH + LOO- - ArO- + LOOH (2)

1.4.3. Origen celular de los radicales libres

Los radicales de oxigeno 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 er algin desorden especifico es muchas veces desconocido, y el papel
relativo que juegan en las lesiones de los tejfidos varia con las condiclones experimentales
especificas empleadas. Parece probable que la formacién de radicales es frecuentemente
secundario al proceso de la enfermedad primaria. Por gjemplo, siguiendo muchos tipos de tejido
lesionado, incluyendo trauma, células con ruptura y liberacién de su contenido. Ese contenido
incluye icnes de metales de transicién que pueden catalizar rapidamente transformaciones a radical
y lesionar tejidos. La activacion de fagocitos y la ruptura de la funcidn mitocondrial pudiera
también resultar en la formacion de exceso de especies reactivas de oxigeno, porque estos

procesos rutinariamente esian acompafiados de lesion de tejidos



Las reacciones redox ocurren durante el transporte de electrones en organelos subcelulares o en
la membrana, son responsables de la generacion de aniones superdxido (02 -), peréxido de
hidrogeno (Hz20z) y radicales hidroxil (-OF). De esta manera la mitocondria, peroxisomas, niicleo,
el reticulo endoplasmico son sitios de formacion de radicales oxi bajo condiciones fisiolégicas

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

1.4.4. Quimica y reactividad de los radicales libres en sistemas biolégicos

Los radicales libres en biomoléculas pueden conducir a uma variedad de consecuencias
biolégicas como mutaciones, dafio al sistema inmune, etc. (Simic, 1988). La exposicion de tejidos
a radicales libres v oxidantes en diversos sistemas experimentales han documentade la capacidad
de estas especies para producir dafio. Lipidos, proteinas y ADN son capaces de reaccionar con
radicales v oxidantes, y se han observados cambios que proporcionan una explicacion de el

resultado de dafio a células o tcjidos En general, parece que el efecto acumulative de cambios



inducides por radicales fibres es la causa més inmediata de la muerte celular (Robbins, 1590; Balz
Frei, 1994).

Lipidos. Los lipidos han sido ampliamente estudiados por su estructura y funcionamiento
critico en las membranas, v por su relativa facilidad con la cual la produccién de peroxidacidn de
lipidos pueden ser medidos

La peroxidacion de lipidos inicia por los radicales hidroxilo, que reaccionan con los acidos
grasos mnsaturados de los fosfolipidos de la membrana, para generar radicales libres de acidos
07fgdnicos, que, a su vez, reaccionan rapidamente con el oxigeno formandose peréxidos. Los
peroxidos # su vez, actian entonces como radicales libres, iniciando una reaccidon catalitica en
cadena que da lugar a una mayor pérdida de acidos grasos insaturados y a una extensa lesién de fa
membrana {Robbins, 1990).

Proteinas. En afios recientes las proteinas han recibido la mayor atencidn como blanco para
reaccionar con radicales libres. La oxidacion de proteinas puede llegar a una disminucion de
grupos sulfidrilos, ademés de modificacién de aminoécidos Hegando a la formacién de carbonilos y
otros compuestos oxidados. La oxidacién de proteinas son mucho mas susceptibles 2 {a protedlisis
y a la acumulacién de grupos carbonilos en proteinas mas viejas (Stadman, 1990), El incremento
en la oxidacidn de proteinas puede complicarse con la edad disminuyendo ¢! funcionamiento
biogquimico y fisiologico, y puede reflejar dafio irreparado de otras macromoléculas celulares como
el ADN (Stadman, 1992). Como con los lipidos, la remocion de proteinas oxidadas es un proceso
seguido, v es solamente cuando la cantidad en las que son producidas se excede en su remocién o
desplazamiento con las nuevas, las moléculas completamente funcionales que lesionar a la célula

llegan a ser cvidentes
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Acidos nucleicos Los ribonucledtidos ast como los desoxirrbonucledtidos son blancos
sensibles para radicales y especies reaciivas de oxigeno (Floyd, 1991). Los sitios moleculares
primarios de ataque son las bases heterociclicas purinicas y pirim‘idicas. Pero los compuestos
ribosil y desoxirmbosit son también directos o algunas veces indirectos sitios de reaccidn. Las
reacciones causan modificaciones de las bases heterociclicas de compuestos desoxiribosil, pero
también rompimientos sencillos y dobles de cadena. Muchas de estas lesiones son sin embargo,
rapidamente reparadas pero el real potencial genotéxico es aiin debatido e inexplorado Las
modificacionss de las bases, incluido la adicién de grupos quimicos (principalmente OH) y
abertura del anillo(s) y rearreglos moleculares, conducen al cambic en una base tnica
(principalmente guanina/citosina a, adenina/timina) o delecciones de bases en el ADN, algunas de
las cusles son reconocidas por ser mutagénicas. Las reacciones de los compuestos {desoxi)ribosil
llegan a la degradacion oxidativa de la estruciura del carbohidrato, seguida de la ruptura de la
fosforribosa. Ademas de este efecto directo en la estructura de los poli{desoxi)ribonucledtidos, el
rompimiento de la cadena de ADN podda indirectamente causar muerte celular.

Una hipOtesis para explicar la muerte celular después de la exposicion a especies reactivag de
oxigeno invoiucra a fa enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa, fa cual es activada siguiendo el dafio
al ADN mediado por peroxido (Schraufstatter, 1986). Una vez activada la enzima, puede utilizar
grandes cantidades de NAD para reparar el dafio al ADN por especies reactivas de oxigeno.
Cuando se agota el NAD se dafia a la célula la capacidad para producir ATP, conduciendo a la
deficiencia de energia, cambios en la homeostasis del calcio y acabando con la muerte celular.
Aunque este concepto no es el mas adecuado para explicar la lesidn oxidante, parece claro que los

radicales libres pueden destruir vias esenciales para ¢l mantenimiento del estado normal de los



nucledtidos, que son necesarios para el funcionamiento de muchas enzimas, y s1 no son
abiertamente dafiades, al menos son méas susceptibles a otra lesidén (Cerutti, 1983).

Como una consecuencia de la tension oxidativa intracelular, el incremento en la concentracion
intracelular de calcio libre puede conducir a la activacidn de endonucleasas, seguido de la hidrélisis
de acidos nucleicos como parte de la apoptosis (Orrenius, 1988).

El origen mas importante de los radicales y/o de las especies reactivas de oxigeno gue han sido
usadas experimentalmente v son probablemente la causa del dafio a los acidos nucleicos son:
radiaciones lonizantes, fotooxidacion, efectos locales de productos quimicos de especies reactivas
atrededor o dentro de los acidos nucleicos.

Se penso6 que el Oz (el cual causa rompimientos de cadena limitados y modificaciones limitadas
de bases) ¥ el H202 han mostrado modificar las bases heterociclicas en nucledtidos aislados y
ADN, pero el reactivo mas comiin es el ‘OH. En este caso la generacién de -OH por reaccidn con
metales idnicos unidos fuera & muy cercanos a la doble cadena de ADN es considerado el onigen
m4s probable Cada ion metalico puede estar siempre presente unido al ADN &6 2 proteinas
nucleares, pueden ser liberados de almacenamientos celulares por tension oxidativa & pueden ser
de origen ex6geno. Mas ain, algunos xenobidticos (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 metalicos, dentro de la molécula de ADN (Roberfroid, 1995).

1.4.5. Radicales libres y enfermedad
Las enfermcdades clinicas asociadas con los radicales libres cada dia son mas, esto por una
parte debido a la capacidad de los radicales libres para inducir estados patologicos que sc asemejan

a una amplia variedad de enfermedades. Aunque esto implica un procese oxidativo, solo en muy



pocos casos ha sido bien establecido. Se ha observado que los radicales juegan un papel
fundamental en relativamente pocos estados patologicos, pero podrian tener una delicada
contribucién en muchas otras enfermedades Las siguientes enfermedades son algunas de las
cuales se sabe que los radicales libres causan & contribuyen a la formacién de los procesos
patologicos.

Cancer

Los mecanismos de carcinogénesis quimica han sido ampliamente estudiados en modelos
animales y estan categorizados dentro de a! menos tres categorias: iniciacion, promocién y
progresion. Para la carcinogénesis humana, el proceso puede ser en apariencia como una serie de
eventos (incluyendo los tres estados identificados en animales):

* Exposicion al agente

¥ Metabolizacion del agente

* Interaccion entre el agente y la célula (especialmente ADN) - iniciacidn

* Reparacion del dafio al ADN, muerte de la célula 6 persistencia y replicacion de células
anormales dentro del tejido

* Crecimiento de las células anormales (célula pre-neoplésicas) - promocion

* Crecimiento de ¢l tumor y es extendido a otras partes del cuerpo - progresion

La iniciacion es un proceso irreversible y se realiza cada que carcinogenos enddgenos o
exogenos alteran el ADN, la potencia de estos carcindgencs parece estar determinada por la
estabilidad de aductos formados con el ADN y por su capacidad de inducir alteraciones heredables
en los genes blancos Entre estos carcindgenos, cxisten evidencias experimentales de que las
especies reactivas de oxigeno tienen un papel importante en la iniciacién, promocidn y progresion

de tumores. Estas especies son mutagénicas en células de mamiferos in vitro, y también son
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responsables de fa transformacién celular. Se han identificado algunas mutaciones especificas, y
esta bien establecido que las especies reactivas de oxigeno pueden alterar la actividad de las
cinasas y una variedad de genes (Harris, 1992). Ademas, como se ha mencionado, del
rompimiento del ADN inducido por polilADP)ribosa de proteinas cromosémicas

Existen hipotesis que indican que las modificaciones del ADN mediante especies reactivas de
oxigeno pueden afectar regiones especificas del ADN y ser responsables de activacion de
oncogenes v/o de la inactivacion de antioncogenes. Hay evidencias que respaldan esta hipotesis,
que incluyen datos que muestran que 8-hidoxi-2’-deoxiguanosina puede causar descodificacion
(Frenkel, 1989) y generar ex0genamente especies reactivas de oxigeno induciendo fa expresion de

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

PROMOTOR

PROCARCINOGENO/CARCINOGENOC
_ﬁ———"—‘_"d—-

E:.SPECIES REACTIVAS DE OXIGEN% ~ -

|

FAGOCITOS

.,

b
ACTIVACION DE FACTORES TRANSFORMACION DEL ADN ACTIVACION
DE TRANSCRIPCION / OXIDACION DE CINASAS
{ ACTIVACION DE ONCOGENES ) LINACTIVACION ANTIONCOGENES J
T
CANCER ]
~ o

Fig 9 Las especies reactivas de oxigeno tienen un papel importante en el desarrollo de cancer

{Balz frei, 1994)
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Los radicales de oxigeno y especies relacionadas podrian también estar involucradas er la
promocién. UJn grupo bien estudiado en la promocion de tumores son ios esteres de forbol, no
solamente pueden producir cambios en la expresién genética causando ademés la adopcién de
cambios de las caracteristicas fenotipicas de células tumorales, pero también pueden causar
inflamacién para liberar superéxido. El papel de las células inflamatorias en el combate con el
desarrolfo de tumores es paraddjico, ya que se ha observado que la inflamacion puede contribuir a
la promocién de tumores La liberacidén de superdxido por células fagociticas seguida de a
estimulacion de esteres de forbol es proporcional a st actividad promotora (Burden, 1993;

Cerutti, 1993).

b) Otras enfermedades

Existen otras enfermedades relacionadas a los radicales libres, como Ilo son las
cardiovasculares, y de particular interés las asociadas con las [ipoproteinas de baja densidad
(LDL), las cuales han sido asociadas a la arterioesclerosis. En el sistema inmune, la inflamacion, es
un proceso por el cual se producen la mayoria de las especies reactivas de oxigeno de origen
fagocitario En cuanto a los desordenes neuroldgicos, se¢ han relecionado varios tipos de
enfermedades con radicales libres como 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 oxigeno molecular como una base de radical libre

(Freeman, 1982)
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1.5, Antioxidantes

Un antioxidante es una molécula que detiene una reaccion oxidativa 2 través de diversos
mecanismos. Las especies reactivas de oxigeno como se ha visto, estan implicadas en la
patogénesis de ciertas enfermedades humanas. Estas especies son generadas en sistemas bioldgicos
a través de procesos patologicos o fisiologicos endogenos Ast como de origen exdgenc como
componentes de los alimentos, farmacos, luz ultravioleta, radiaciones ionizantes y contaminacion

Los antioxidantes pueden actuar az diferentes niveles en el proceso oxidativo, por egjemplo.
atrapadores iniciales de radicales, unién a iones metalicos, atrapadores de radicales peroxil, 6
remocion de moléculas dafiadas oxidativamente y otros tipos de acciones (Blaz Frei, 1994).

Basada en la variedad de antioxidantes biclégicos, estos se pueden clasificar en antioxidantes
enzimaticos y no enzimaticos. Los primeros estan ejemplificados por superdxide dismutasa o
enzimas similares y [os segundos por vitaminas y micronutrientes (flavonoides, lazaroides} y otros
compuestos antioxidantes de bajo peso molecular, por ejemplo, glutation (GSH), ubiquinol (Negri,
1991).
1.5 1, Sistemas antioxidantes enziméticos

Los organismos aerdbicos estan protegidos contra el daito oxidativo inducido por radicales
libres Las funciones y acciones de las defensas antioxidantes han sido estudiadas in vive e in vitro
La tabla 2 resume las enzimas que reducen hidroperéxidos y perdxido de hidrégeno. Glutation
peroxidasa, glutatién-S-transferasa, glutatidon hidroperéxido fosfolipido peroxidasa (PHPGX) y
peroxidasa son  conocidos por descomponer hidroperdxidos de lipidos a alcoholes
correspondientes. PHGPX es el Gnico que puede reducir hidroperdxidos y fosfolipidos integrados
dentro de las biomembranas. Glutation perdxidasa, peroxidasa y catalasa reducen peroxide de

hidrégeno a agua.(Niki, E. 1993).



_[Func: : '
Reduceion: de. h:droperomdos df}‘ acuios grasos’ ¥
- peroxido de Iudrogeno :
LOOH +2GSH = LOH -~ HzO + GSSG
HzOz + ZGSH' —' 2 H20 -+ GSSG

Reduccron d.e hzdroperéxldos de acidos orasos '

Tabla 2. Descomposicion de hidroperdxidos y peroxido de hidrogeno por enzimas (Niki,

1993).

a. Superoxido dismutasa (SOD).

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

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

dismutacién con la misma eficiencia:
Q2 + (O2)- + 2H+ —» Ha02 + O2
El mecanismo propuesto para la catalisis enzimatica por SOD es ¢l siguiente:
E-Me + (O2)- > E-Me + Oz
E-Me + (02)- - E-Me + O
E-Me + 02 07 — E-Me + HO

HO:™ + H+ - HaOa
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Los efectos benéficos de SOD en la inhibicion de esteres de forbol, mediante la produccién de
radicales de oxigeno por células inflamatorias han sido demostrado, probando que la
administracion exégena de SOD destruye al anion superéxido atacandolo de una manera catalitica
(Roberfroid, 1995).

b. Catalasa

El peroxido de hidrogeno es una molécula estable, v puede difundir atravezando membranas
bioldgicas; es producide por reduccion divalente de oxigeno molecular o por dismutacién del
anidn superdxido.

La catalasa es una enzima localizada ampliamente en los peroxiomas, protege a [as células de la
acumufacion de H202 (reacciones a y b), por dismutacién para formar H20 + Oz, ¢ usado como un
oxidante cuando trabaja como una peroxidasa. La reaccidén catalitica usa dos moléculas de
perdxido de hidrogeno fuera de la utifizacién de otra clase de sustratos.

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

reaccién a: H20 + H202 ~ 2H:0 + Oz
Accion de la catalasa como una dismutasa
rezccion b; H20: + RH: —» ZH0 + R
Accibn de la catalasa como una peroxidasa
R, actua como un sustrato para ser oxidado

La catalasa ha sido utilizada para tratar procesos en los cuales el peroxido de hidrogeno ha sido
involucrado como en la lesion inflamatoria y xeroderma pigmentosun, en personas con este
padecimiento, ungiientos con catalasa bovina en la piel mostraron estabilizar el desarrollo de

tumores (Roberfroid, 1995).
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1.3.2. Sistemas antioxidantes no enzimaticos

Los antioxidantes mas prominentes, presentes naturalmente en Jos alimentos son ef icido
ascorbico (vitarnina C), los tocoferoles (incluyendo a la vitamina E), flavonoides, carotenoides ¥
glutatién. Estos antioxidantes naturales protegen basicamente por la intercepcion de radicales
libres
1.52 1. Vitamira C

El &cido ascorbico es requerido in vivo como un cofactor para la actividad enzimitica: esta
presente en la mayoria de los fluidos corporales como ascorbato, Ia donacion de un electrén de

este produce un radical semidehidroascorbato:

OH
o
°x CH,CH,CH ‘e o o R
—
HO OH

Fig 10. Radical semidehidroascorbato (Roberfroid, 1995)

Mas probablemente de esta manera el ascorbato en la dieta inhibe la accion carcinogénica de
diversos compuestos nitrosos bloqueando las reacciones de nitracion, ademas previene in vivo la
formacién de N-nitrosaminas.

El ascorbato es solamente el antioxidante exégeno en plasma que puede completamente
proteger contra el dafio peroxidativo inducido por radicales peroxil acuosos y los oxidantes

liberados de neutrofilos activos



E! acido ascérbico regenera a la vitamina E, manteniendo constante los niveles en los valores
séricos. Cuando el 4cido ascérbico es consumido, no es posible la regeneracion de vitamina E y se
observa una disminucién 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 actiia como un antioxidante excelente cuando la
peroxidacion de lipidos 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 enzimaticos generadores de radicales de oxigeno (xantina
oxidasa/hipoxantina), desarrolla un aumento en el nimero de intercambio de cromatidas hermanas
(ICH), con la inclusion de vitamina C se desarrolla un efecto protectivo y produce una
disminucién de intercambios {Weitberg, 1985).

Existen evidencias que indican que la ingesta alta de vitamina C en [a dieta disminuye el riesgo
de cdncer de estomago y posiblemente el riesgo en canceres de boca, faringe, esdfago, pulmén,

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 isopropenocide (Fig 11), el a- tocoferol, un
componente mayor de la vitamina E, es bien conocida por representar la continva posibilidad de
prevenir la peroxidacidn de membrana por atrapar los radicales LOO- involucrados en la

peroxidacion en cadena,



CH;
Clase de tocoferol Ri | R | R
o CHs CH:-, CH:;
B CH:| H |{CH;
A H CH3 CH3
<] H | H |[CH;

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

La vitamina E actiia como un antioxidante por atrapar radicales libres, los cuales pueden directa
o indirectamente imciar (Oz, Oz --, HO-, etc.) 0 propagar la oxidacién de lipidos.La vitamina E
tiene un grupo fendlico OH responsable de la actividad oxidante y una cadena fitil a lado (CisH33)
la cual favorece la insercion dentro de la regidon de la bicapa de lipidos In vivo, la vitamina E
extingue al oxigeno y también reacciona con el radical superodxido. La reactividad quimica difiere
considerablemente entre los tocoferoles, en la secuencia de «, v, 8, y B - tocoferol. Los principales
productos de oxidacidn son quinonas para todos los homologos y epoxidos de quinona. Pero es
mas importante el hecho de que la vitamina E puede reaccionar con radicales peroxil de lipidos
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 fosfolipidos de
membrana. Los radicales de vitamina E producidos son estables, porqué el electrdn impar en el

atomo de oxigeno puede ser deslocalizado dentro de la estructura del anilto aromatico (Fig. 12)
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HO, o

R + LOO ———= LOOH + R

Fig. 12. Radicales de vitamina E (Roberfroid, 1995)
1.5.2.3, Carotenoides

Histéricamente, el B- caroteno ha sido referido como pro-vitamina A porqué es capaz de ser
metabolizado a vitamina A. EI B caroteno estd adherido oxidativamente a dos formas de moléculas
de retinaldehido, una menor fraccién la cual irreversiblemente se oxida a acido retinoico, la
cantidad que queda es reducida a retinol (Roberfroid, 1995).

La proteccion de los carotenoides en las células y tejidos, es explicado en base a la actividad
extinguidora de oxigeno. Mds especificamente, las acciones antineoplasicas de carotenoides en
cultivos celulares, proteccién comtra carcindgenos y promotores de tumores en animales, y
potencialmente de B-caroteno como un agente quimiopreventivo puede ser explicado en términos
de reactividad quimica. Los carotenoides reaccionan con Oz resultando en ua caroteroide y
dioxigeno triple (3 02). En la presencia de radicales peroxil, el fB-caroteno produce un radical
carbon carotenil (B-car ) - el cual en la ausencia de oxigeno, es un eficiente terminador de cadena
oxidativa.

B - caroteno + (ROO -} — (B-car)-
{ B-car) - + (ROQ)- — productos inactivos
( B-car) - +02 < (B-car-00) -

La presencia de oxigeno, sin embargo, continda la propagacion de la cadena. Esto ¢s por fas

-eacciones reversibles del 1adical carotenil con oxigeno para formar una especic de propagacion de

a cadena (Sies, 1993, Roberfroid, 1995)



Las funciones biologicas del B-caroteno podrian ser resumidas como sigue: previene el dafio
fotosensitivo en bacterias, animales y humanos, disminuye el nimero de ICH y transformaciones
malignas en cultivos celulares, inhibe la induccién de tumores en roedores por luz UV y
quimicamente, disminuye las lesiones premalignas en humanos y modifica la respuesta inmune

(Krinski, 1991).

1.5.2 4. Glutatidbn

El glutation 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. Acta como un sustrato o cosustratc en numerosas reacciones
enzimaticas, por ejemplo, la glutatidén-s-transferasa o reacciones de glutatidén peroxidasa. Glutation
como tal no es requerido en la dieta de los animales. De hecho, el glutatién de la dieta es
pobremente absorbido por los humanos (Witschi, 1992).

Glutatién es un sustrato para fa reduccion de hidroperdxido en lz enzima glutation peroxidasa,
su gusencia puede conducir a la acumulacién de hidroperdxidos de lipidos El glutation también
reacciona directamente con radicales libres y puede proteger a las células de oxigeno, radicales
hidroxil y superdxido. Durante estas reacciones la oxidacion de glutation (GSSG) es formada y
puede ser reducida a GSH por la enzima glutation disulfitc reductasa dependiente de NADPH
(Balz Frei, 1994)

El gluration tiene un papel importante en la inactivacion de un gran nimero de firmacos y en
los procesos metabdlicos de ciertos compuestos endagenos, co.mo estrogenos, prostagiandinas y

leucotrienos.



1.5.2.5. Lazaroides

El 2]1-aminoesteroide (lazaroides) son una serie de nuevos compuestos no glucocorticoides
desarrollados para el tratamiento del sistemna nervioso central, lesiones originadas de trauma o
parélisis. La base para el desarrollo de estos compuestos fue que ellos se localizan especificamente
en los dominios hidrofobicos de membranas celulares e inhiben la peroxidacion. Los lazaroides
inducen cambios en la permeabilidad de la membrana y tambien se ha demostrado que son
poderosos inhibidores_de peroxidacion de lipidos dependiente de hierro, asi como atrapar radicales
alquil peroxi (LOO -) y fenoxil (PhO -) (Roberfroid, 19995).
1.5.2.6. Ubiquinonas

Lasg 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 mas eficientes que los analogos oxidados. La forma predominante
de estos compuestos es la ubiquinona-10. E! 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 interactia con el isopropenoide a lado de la cadena de la ubiquinona-10,
mientras que ¢l ubiquinol-3 reacciona con radicales peroxil lipidicos, una molécula de ubiquinol-3
puede atrapar dos moléculas de radicales peroxil (Landi, 1992). La diferencia en la potencia de
antioxidantes de homologos de ubiquino! en membrana resultan de las diferencias en la posicién 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 polifendlicos que se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas vasculares. Su estructura incluye dos anillos de benceno
unidos por un anillo pirano heterociclico. Se conocen unos 2000 flavonoides localizados entre los
alimentos consumidos por el humano como las frutas, vegetales, tés, raices y tubérculos, tanto
libres como en glicdsidos; estos ultimos se constituyen para darle color a las hojas, flores y frutos
(Bruneton ,1986; Balz Frei, 1994). Estos compuestos protegen a las frutas y a los vegetales del
daito de fotooxidacién causado por el oxigeno, de ahi que especialmente altas concentraciones de
flavonoides existan en las cascaras 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 v los flavonoles son poco solubles en agua, en
tanto que los hidroflavonoles si.

Los flavonoides son metabolizados por la microflora del intestino, y los principales metabolitos
cominmente son compuestos fendlicos (Barz, 1975), Después de la absorcién, los flavonoides son
conjugados en el higado; los compuestos especificos dependen del tipo de flavonoide y las
especies animales, y son excretados en orina y bilis.

Los flavonoides son conocidos por tener numerosos efectos biologicos de significancia
farmacologica. Rutina y hesperitina, dos de estos compuestos han sido llamados vitamina P, 6
factores de permeabilidad; ellos son usados en el tratamiento de varias condiciones caracteristicas
de la capilaridad sanguinea e incremento en la fragilidad capilar.Quercetina y rutina pueden

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

Algunos flavonoides muestran efectos antialérgicos, antiinflamatorios, y efectos
iticarcinogénicos, También han sido capaces de actuar en varias funciones biologicas como la
hibicién en la actividad de las enzimas, receptores y transportadores (Roberfroid, 1995,
errman, 1976),

Recientemente jos flavonoides han sido propuestos para actuar como antioxidantes, mas
-obablemente por su capacidad para atrapar radicales, Para los flavonoides, las siguientes

racteristicas estructurzles pueden ser responsables para una funcidn antioxidante optima



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

b. La deslocalizacion extensiva del electrén es asegurada por conjugacién de el anillo B a la
structura 4-oxo via un doble enlace 2-3.

Las diferentes propiedades antioxidantes que tienen los flavonoides dependen también de el
rado de hidroxilacion de los anillos de benceno. Concerniente como atrapadores de Oz -, los
rupos hidrexil en el anillo B son esenciales para la actividad, asi como también la presencia de un
idroxil en el C-3, aumenta la habilidad de atrapamiento de los flavonoides. Algunos flavonoides
omo quercetina, miriceiina, naringina y kamferol han demostrado ser firertes atrapadores de
adicales de oxigeno, pero rutina se ha encontrado ser cuatro veces més efective que los antes
tencionados (Herrman, 1976).

Ademas de atrapar radicales superdxido, estos compuestos también son capaces de capturar
adicales HO - , ROO - | NO -, via el mecanismo de la transferencia de un electron
\ternativamente los flavonoides pueden actuar como antioxidantes por medio de sus propiedades
omo queladores de metales (Cu, Fe, Zn) (Metodiewa, 1997). Los flavonoides inhiben la
srmacion de malonaldehido (MDA) producto de la oxidacion de lipidos insaturados, el cual se
onsidera como formador de radicales hidroxil (Robak, 1988) Asi también se sugiere que la
structura orte-hidroxi de los polifencles es esencial para la actividad protectiva contra el peroxide
e hidrogeno (Nakayama, 1992).

Una seric de investigaciones demosiraron que los flavonoles en particular pueden estabilizar el
sido ascorbico, especialmente en la presencia de metales pesados, como el cobre, el cual puede
estryir ripidamente el acido ascérbico (Herrman, 1976)

Los flavonoides también son cfectivos en prevenir la peroxidacion de lipidos. Por ejemplo, los

avonoides polifenélicos inhiben la peroxidacién de LDL y su subsecuente toxicidad. Ei
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necanismo celular involucrado en la proteccion por flavonoides de la oxidacién de LDL no es
onocida, pero cada mecanismo puede ser relacionado a lo siguiente (Balz Frei, 1994 Roberfroid,
995):

a Sus propiedades antioxidantes (por deficiencia de vitamina E o por regeneracién de vitamina
BE

b. Su actividad inhibitoria hacia lipooxigenasa,

¢ La inhibicidn de enzimas celulares involucradas en sefiales de transduccion

d. Atrapamiento de radicales que inician la peroxidacion de lipidos como HO -, 0z -«, Oz v
‘e(OH)s

e. Uniodn a metales 16nicos

f. Atrapamiento de radicales peroxil de lipidos

Se ha tratado de explicar también que su actividad es debido a la accién de los polifenoles
ictuando come donadores de H a los radicales peroxil implicando [a terminacidn de las reacciones
n cadena de radicales en adicion al posible atrapamiento de especies activas de oxigeno a el
istado de iniciacién (Sanz, 1994).

Ejemplos de atrapadores de radicales peroxil lipidicos son la quercetina, morin, fisetina, etc,
ue atrapan el radical peroxil del &cido linoléico; también son potentes inhibidores de la
1wdificacidon de LDL por macrofagos Los flavonoides protegen de la disminucion de ce-tocoferol
retrasa el ataque de lipoperoxidacion de lipidos detectable en LDL.

Varios sistemas de enzimas como NADPH oxidasa, lipooxigenasa (LOX), ciclooxigenasa
Z0X), mueloperoxidasa (MPQ) y xantina oxidasa (XO), responsables de la produccidon de
idicales libres, son inhibidas por flavoneides, por ejempio guercetina es electivo en inhibir LOX,

ii como rutina, lutcolina, hesperitina y quercetina inhiben la actividad de MPO en neutréfilos Un
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estudio que relaciona la estructura con la actividad de inhibidores de xantina oxidasa y como
atrapadores de radicales superoxido, encontraron que grupes 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 X0, para una alta
actividad atrapadora de superdxide de otra manera, un grupo hidroxil en C-3’ en ef anillo B v el
C-3 fueron pnmordiales. Las flavononas, dihidroflavonoles v flavonoles no fueron capaces de
nthibir XO, pero si fueron considerados como atrapadores de superoxido. Siendo los flavonoides
mas efectivos para ambas acciones quercetina, fisetina, miricetina y rutina (Cos, 1998).

Varios aspectos en la actividad biolégica 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 hidroxilacion catalizadas , interfiriendo con la unidn a
sustratos Se observd, que probablemente quercetina actia en el complejo P-450-Fe IIl-apnidn
perdxido y/o un paso mas alld. También se ha considerado la posibilidad de que quercetina podria
ser un sustrato para P-450, es decir actuar como un pseudosustrato y que la reduccidn de
quercetina a la semiquinona o quinona podria causar la destruccion reductiva de el complejo
hemo-0xo, asi previniendo la hidroxilacion de sustratos, La quercetina no muestra inhibicion
selectiva de isoenzimas (Sousa, 1985).

Flavonoides y cancer

In vitro, quercetina y otros flavonoides han sido encontrados por ser mutagénicos en la prueba
le Ames. De otra mancra, ha demostrado inhibir ¢l crecimiento de ciertas células leucémicas

sitro. De los ensayos de Ames encontrados positivos, s¢ sospecho que quercetina tuviera potencial
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carcindgeno, seguido de examenes de carcinogenicidad, solamente uno de diversos estudios
mostré un efecto carcinogénico (Ames, 1993).

Varios experimentos en antmales han demostrado que quercetina y silimarin, cuando se aplican
topicamente, inhiben la fase de promocion en modelos de cancer de piel (Nishino, 1984; Zi, 1997).
Asi también; se ha observade disminucién en tumores de colon, tumores intestinales y de vejiga.
Un estudio posterior mostrd que quercetina, robinetina y miricetina disminuyeron tumores en
pulmén inducido por diol-2-epoxido, pero no en aguellos 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 carcindgeno involucrado.
Algunos estudios experimentales demostraron que flavonoides metoxilados, incluyendo tangerina
¥ nobitelina inducen la actividad de benzo(a)pireno hidrolasa, una enzima que puede inhibir
tumores inducidos por benzo(a)pireno. De otra manera, flavonoides polihidroxilados, como
kaemferol y miricetina han mostrado inhibir la actividad de ésta enzima, Se observd que
quercetina inhibe la actividad de diversos carcindgenos y promotores de tumores asi como
también, interactuar con carcindgenos especificos en el tracto gastrointestinal, ademas reduciendo
su biodisponibilidad (Zi, 1997).

En ratones tratados con quercetina a dosis de 100-1000 mg/Kg se incrementaron
significativamente las frecuencias de micronucleos en eritrocitos de médula osea, asi como
galangina; sin embargo, hesperitina y neohesperidina dihidrochalcona a las mismas dosis no
nerementaron la frecuencia. En conejos a dosis de 230, 300 y 1000 mg/Kg quercetina no mostrod
ncremento de ICH en linfocitos de sangre periferica de uno a siete dias de tratamiento (Mac.

Jregor, 1983),
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Diversos estudios de carcinogenicidad en la dieta se han llevado a cabo con quercetina,
caemferol y rutina, siendo los resultados predfominantemente negativos

Existen investigaciones en donde se estudiaron extractos acuosos de té verde (TWE), té de
volifénoles (TP), v té de catequinas (EGCG). Todas las muestras mostraron efectos inhibitorios
significativos al exponerse con mitomicina en células V79, indicando por diferentes andlisis que
25t0s tés son efectivos en la inhibicién de las tres fases de la carcinogénesis (Han, 1997) Se ha
nferide un mecanismo usando un modelo molecular demostrando que los ingredientes del t€ verde
nhiben la urocinasa, un enzima crucial para el crecimiento del cancer (Jankun, 1997).

También se ha demostrado que los efectos inhibitorios de preparaciones de t€ contra la
ormacién y crecimiento de tumores es debido a los efectos antioxidantes v un posible efecto
intiproliferativo, suprimiendo la activacién carcinogénesis y atrapando agentes genotoxicos

El té verde que contiene polifenoles, los cuales incluyen a los flavonoles, flavandioles,
favonoides y acidos fenolicos, constituyen por arriba del 30% del peso seco de las plantas . Los
lavonoles son facilmente oxidados a la correspondiente o-quinona; estos pueden funcionar como
weptores y donadores de hidrogeno, En la estructura del flavonol, el grupo 5 v 7 dihidroxi y ] 1-
»xigeno hacen a los carbones en posicion 6 v 8 fuertemente nucleofilicos. Los tés también tienen
1na alta actividad de complejacion a los metales (Yang, 1993, 1997)

En cultivos celulares fas frecuencias de ICH y aberraciones cromosémicas inducidas por
atomicina y luz UV fueron eliminadas por un subsecuente tratamiento con té de polifenoles en la
resencia de la fraccién S9. En ausencia de la fraccién, sin embargo, los extractos del té
isminuyeren los ICH y las aberraciones cromosdmicas a bajas concentraciones, pero aumentaron

altas concentraciones. El té verde con negro y el té de polifenoles administrados oralmente 2 8,

2, 6 18 horas antes de la inyeccién intraperitonial de mitomicina resulté en una disminucién
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ignificativa de micronucleos de médula Osea de raton, Estudios recientes reportaron que el
onsumo de té verde inhibe la formacion de micronucieos en linfocitos de sangre periférica de
umadores (Yang, 1993).

En resumen los tés poseen actividad antioxidante por tres diferentes mecanismos: 1) Por la
resencia de Ja estructura del catecol, la mayoria de los tés son fuertes queladores de metales
onicos Los polifenoles pueden unirse a ellos y ademas disminuir los niveles de iones ferrico y
erroso los cuales son requeridos para la generacion de radicales reactivos de oxigeno por las
eacciones de Fenton y Haber-Weiss; 2) Los tés de polifenoles son fuertes atrapadores de anion
uperdxido y radicales hidroxil, moléculas que pueden dafiar al ADN; 3) Los tés de flavonoides
yueden reaccionar con radicales peroxi y ademas terminar la cadena de peroxidacidn de lipidos

Las especies reactivas de oxigeno juegan un papel importante en la carcinogénesis a traves del

lafio al ADN, alterando la expresion genética o afectando el crecimiento y diferenciacion celular.
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.6. Gordolobo (Graphalium oxyphylium)

Son varias las especies de Graphalium que se conocen en México con el nombre de
sordolobo. Gmaphalium L. es un género cosmopolita de més de 230 especies de la familia de las
ompuestas. México cuenta con alrededor de 35 de ellas Graphalinm oxyphylium es la especie
unto con otras, que llega comunmente a los mercados de ta Ciudad de México para su consumo.
.as caracteristicas particulares de esta planta son las siguientes (Aguilar, 1996).

Habitat: Planta silvestre que crece en terrenos de cultivo, de riego y temporal y abandonados.
\sociada 2 wvegetacion perturbada de bosques tropicales caducifolio, subcaducifolio,
ubperennifolio y perennifolio, matorral xerédfilo, bosque espinoso, bosque mesofilo de montafia,
osques de encing y pino.

Distribucion geografica: Es una especie muy variable que se conoce desde el sur de los Estados
Jnidos de Ameérica hasta Guatemala. En el valle de México pueden reconocerse dos variedades, la
xyphyllum v la variedad nataliae.

Identificacion. Hierba anual o perene, aromatica y grandulosa, de 3¢ 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 pequefios y las semillas tienen ua penacho en la punta.

Usos' Se emplea en infusion para combatir afecciones respiratorias, calman la tos, ayudan a la
xpectoracion, infecciones en la garganta, bronquitis y asma. El mucilago que contiene
robablemente justifique las propiedades emolientes y pectorales que se le atribuyen. En
ranstornos gastricos interviene en ¢l tratamiento de las Glceras, dolor de estémago y parasitos
atestinzles. Por otro lado interviene en la terapdutica del cancer, heridas, fiebre, hidropesia, cidtica

lumbago. Se dice también que favorece a la circulacion, combatiendo asi hemorraides y varices,
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La Sociedad Farmacéutica Mexicana lz describe como anfireumatico v emolente.
Desafortunadamente no se han detectado estudios experimentales que corroboren su efectividad.

Un analisis fitoquimico preliminar de Gnaphalium oxyphyllum reporta lo siguiente (Berdeja.

1996)

Extractg Acugso Extracto Etandlico Extracto Cloroformico
Alcaloides Flavonoides Alcaloides
Flavenoides Taninos Azlcares

Taninos Antraquinonas Taninos
Antraquinonas Azicares Antraquinonas
Quinonas Coumarinas

LEn diversas especies de (naphainsn se han encontrado muchos y variados compuestos
flavonoides, estos compuestos como se ha visto, presentan varias funciones biologicas. Entre las
especies de Grnaphalium se realizd una revision de estudios expermentales con flavonoides
encontrandose que la especie spicatum mostrd tener efectos antimicrobianos en extractos
metanélicos de la planta (Mongell, 1995). Efectos similares se observaron en G robustum en
donde se aisid la flavona 8-o-(2-metil-2-buteonit-5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona (Cuadra, 1994)
Caceres, A. (1990) usd G swramineum para ¢l tratamiento de desordenes gastrointestinales,
especificamente para enterobacterias. Asi también, se aisfaron tres flavonas metoxiladas, que
exhibieron propicdades antimicrobianas, en extractos etéreos (Torrenegra, 1989} v G. viscosum
mostro también actividad antibacterial (Caceres, 1991).

De G affine se aislaron los flavonoides 4,2’,4’-trih;.cir0xi-6-metoxicha1cona—4-o-beta—g]icosicio,
quercctina, lutcoling, las cuales mostraron efectos inhibitorios cn congjo de agregacion plaguetaria
y de la enzuna reductasa aldolasa en bovino (Tachibana, 1993) Kubo, L(1995) ¢n compucsios
fendlicos flavonoides eacontrados en Guaphialium cheiranshifolium demostro que tenian actividad

inhibitoria de tirosinasas,



De Graphaltum indicum se aislé un potente promotor antitumoral el flavonoide 5,7,3,4°-
tetrahidroxi-3-metoxifiavona Esté planta medicinal mexicana inhibe esteres de forbol un promotor
tumoral que zumenta la sintesis de fosfolipidos v la actividad en el transporte de azlicares en
cultivos celulares. Luteolina y quercetina dos flavonoides encontrados en estd pianta taminén
tuvieron actividad promotora antitumoral in vivo como m vitro (Asaka, 1992).

Asi también se han encontrado diversos flavonoides en las plantas de Graphalium; por ejemplo
de G. gaudichaudianum se aisld el 5,8-dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona (Horle, 1995); 5,7-dihidroxi-
3,8-dimetoxiflavona; 5,7-dihidroxi-3-metoxiflavona; 3-metoxiquercetina (Torrenegra, 1989), de
G. wiravira se obtuvo quercetina (Latorre, 1990). de G. obrusifolium se encontrd el flavonoide el
3,5,7-trihidroxi-6,8-dimetoxiflavona (Ohlendorf, 1971), de G. pellitum se aislaron los flavonoides
S5-hidroxi-7,8-dimetoxiflavona y , 7-metoxiquercetina (Torrenegra, 1978).

Finalmente, en todas las especies de Graphalium se han encontrado flavonoides como
galangina, gnafalina, rutina, quercetina, $-metoxigalangina, y compuestos galangina hidroxilados

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

Existe una clasificacion 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 especificas de un gen ¢ locus Un
tercer grupo, es un examen primario de dafio al ADN, tipicamente deternina la induccion de
aductos de ADN o fracturas y la respuesta celular producida durante la reparacion de este dafio;
esta respuesta incluye la estimulacion de la reparacién del ADN, recombinacién somatica entre
homologos o cromatidas hermanas, y fracturas de la cadena de ADN Un cuarto grupo no
directamente identifica dafio al ADN, pero evallia la capacidad de una sustancia examinada para
transformar células “normales™ a células con propiedades neopldsicas. Ha sido asumido, que
alteraciones en el ADN son parte de los procesos de transformacion de las células y maés
recientemente el anlisis de activacién mutacional de transformacion de oncogenes, como el gen
ras. Examenes de dafio primario a ADN son usados predominantemente como una medida de el
potencial oncogénico y no es asociado con la produccion de dafio genético transmisible (Brusick,
1987).

los estudios para detectar mutaciones generalmente se realizan con pruebas en
microorganismos (bacterias, levaduras, etc), esto s debido a la relativa simplicidad con que puede
detectarse el cambio de un gen provocado per un agente especifico Estos estudios estan
repres;antados principalmente por el ensayo de Ames en Salmonella typhymurium, este examen es
ampliamente usado y validado, referido como el ensayo i vitro primario para la deteccidn de
carcindgenos y mutagenos potenciales

Los ensayos 1 vive consumen mas tiempo y recursos que 10s examenes #1 vifro, el punto mas

importante para usarlos es que, nluchos agentes mutagénicos y carcinegénicos necesitan
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metabolizarse para poder ser activos Los examenes in vifro con sistemas microsomales son
empieados cuando se ufilizan este tipo de agentes,

Los métodos cromosdmicos para evaluar el dafio genotéxico de diversos agentes no esta
considerado como una prueba sobre un organismo especifico & como una mutacién genética en un
locus determinado, de tal manera gue las inferencias obtenidas a través de ¢stos métodos permiten
ser extrapoladas casi a cualquier especie 6 linea celular con respecto a las respuestas que producen
los agentes genotdxicos (Diaz Barriga, 1995).

Los estudios citogenéticos evallan principalmente dos tipos de acciones de los agentes
genotoxicos sobre el material cromosomico; estos son; el efecto clastogénico, o sea cuando el
agente produce rupturas cromosomicas y Ia accidn genotéxica 8 independiente que se suscita en fa
etapa durante en la cual el ADN se replica. Por esta razon los primeros estudios citogenéticos
enfocados z evaluar el efecto de agentes mutagénicos sobre los cromosomas comprenden los
parametros de evaluacidn de la frecuencia de aberraciones cromosomicas ¥ mas tarde el estudio
de la frecuencia de los intercambios de cromatidas hermanas (Diaz Barriga, 1995).

S1 bien las pruebas de eleccidon para evaluar los agentes sospechosos de ser genotdxicos 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 deteccion del potencial
genotoxico y la segunda etapz evaluar el riesgo-beneficio, ya que de esto ltimo depende el

sontrol de los agentes genotoxicos estudiados.
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1.7.1. Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH)

Una téenica comin, ampliamente usada es el analisis de ICH, que como su nombre o indica
son intercambios de segmentos simétricos y equivalentes entre las crométdas de un mismo
cromosoma (Morales, 1988). Este fenomeno fué sugerido por McClintock en 1938, al percatarse
que los cromosomas en anillo podian, eventualmente, originar anillos dicéntricos. Mas tarde,
Taylor, en 1958, mediante el analisis autorradiografico de células cultivadas en presencia de
timidina trittada durante el primero de dos ciclos de divisidon sucesivos, notd que habia
intercambios de segmentos entre la croméatida marcada y la no marcada. Postericrmente, se logrd
desarrollar el método de tincion diferencial de las cromatidas hermanas, que permiten detectar {os
ICH, aun cuando el segmento que intervenga en ellos sea muy pequefio. Este método se basa en
incorporar un anidlogo de ia timina la bromodesoxiuriding (BrdU) al ADN vy tifiiendo con
bibencimida y observandose en el microscopio de flucrescencia; o una veriante que consiste en
tratar Jos cromosomas con bibencimida, luz negra vy posteriormente tefiirlos con giemsa antes de

analizarlos con el microscopio de campo claro (Fig. 14).
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Fig 14 Esquema que muestra la tincion diferencial entre las cromatidas hermanas al adicionar

BrdU en tres ciclos celulares (Mor;xlcs. 1988)
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Afn cuando el mecanismo de la formacién de ICH no ha sido establecido, 1a importancia de los
ICH como una medida de exposicién para mutagenos o carcindgenos potenciales o como un
indicador de anormalidades en e} mantenimiento de la homeostasis celular no puede ser menos. La
elevada frecuencia de ICHS puede ser producida en respuesta a un dafto al ADN.

Existen diferentes modelos que explican como ocurre ¢l fendmeno de los ICH, la hipotesis mas
aceptada es la propuesta por Painter en 1980, Iz cual se basa en un modelo en el que los
rompimientos de doble cadena son generados en la conjuncién enire un replicén completamente
duplicado v otro parcialmente duplicado; sugiere que estas conjunciones o sitios de separacion son
susceptibles a rompimientos de doble cadena durante la replicacidn, lo cual se hace factible con la
presencia de la enzima topoisomerasa IT; de esta manera la detencidn de la replicacion provoca la
asincronia en la replicacion, lo que aumenta la posibilidad de dobles rupturas despues de que una
unidad haya terminado su duplicacion.

La evidencia que implica a los ICHs de tener significado biologico, deriva de estudios in vifro
con mutdgenos vy carcindgenos conocidos. Perry y Bvans (1975) claramente demostraron en
células de ovario de hamster chino (CHO) que los 1CHs son inducidos por una gran varidad de
mutagenos, ¥ que la induccion es dosis dependiente.

En la actualidad, los sistemas de analisis de los ICHs pueden considerarse ensayos para
determinar el efecto genotdxico de diversas sustancias. Hay evidencia de que, para muchos
agentes, el estudio de los ICH proporciona el indice mas sensible para detectar el dafio genético
Por eso, ¢l Comité de Genética Toxicoldgica de EE.UU lo ha incluido como un sistema de

prucha



El ensayo de ICHs puede realizarse tanto ir vive como in vitro, El primero tiene clertas
‘entajas ya que simula mas claramente el efecto de los agentes genotdxicos y permiten que estos
ean activados ¢ inactivados metabolicamente. Los sisternas in vitro por lo regular tienen vaiores
asales mayores de ICH, por lo que el efecto de dosis bajas o de agentes ligeramente genotdxicos
nede quedar enmascarado (Morales , 1988).

Se han descrito diferentes variedades de sistemas in vivo, como embriones de pollo,
spermatogonias de ratén , médula dsea de hamster chino, médula Osea de ratdn y glandula salival
le ratén entre oiras. Sin embargo, desde el punto de vista practico, el sistema de medula dsea de
aton es el més simple y rapido debido a que la preparacion de las figuras metafasicas es menos
laborada y el ciclo celular es corfo y bien conocido en relacién a otros (Perry, 1974, Sanderbg,

1984),
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2. OBJETIVOS

Objetivo General
+ Evaluar el efecto antigenotéxico de un extracto acuoso de Gordolobo (Gnaphalium
oxyphyllum) contra el efecto mutagénico de la daunorrubicina por medio de lz frecuencia de

intercambio de cromatidas hermanas.

Objetivos Particulares

+ Objetivos ParticularesDeterminar el efecto genotdxico del Gordolobo mediante la frecuencia
del intercambio de cromatidas hermanas en médula 6sea de ratén.

+ Determinar el efecto antigenotoxico del Gordolobo mediante Ia disminucidn de la frecuencia
de ICHs en médula dsea de ratones tratados con daunorrubicina.

+ Realizar el estudio de proliferacion celular en ratones administrados conr diferentes

tratamientos.

+ Determinar ¢l indice mitético en las ¢élulas de 1a médula 6sea de los ratones tratados

3. HIPOTESIS
Si el extracto de Gordolobo (Gnaphalium oxyphyllum) poseé capacidad antigcnotdxica,
ntonces serd capaz de reducir ta frecuencia de intercambio de cromdtidas hermanas producidas

yor la daunorrubicina.
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MATERIAL Y METODOS

Materjal biolégico
Ratones machos cepa NIH de aproximadamente 25 gr. de peso, donados por el Instituto

acional de Higiene y el Instituto Nacional de Salud Pdblica.

laterial Soluciones

stuche de diseccion Extracto de Gordolobo. Graphalumm oxyphhylium
ringas de 1 ml. y 10 ml. Daunorrubicina (Cerubidine). Roger Bellon
ortaobjetos y Cubreobjetos Ciclofosfarida (Genoxal). Sanfer

ipetas graduadas 1, 2, 5, y 10 ml. Colchicina 0.04 %

ipetas Pasteur Agua bidestilada

asos de pp. de 50, 100, 250, 500 ml. Soln. de KC10.075 M

asos Copplin 5-bromodesoxiuridina (5-BrdU)

ubos de centrifuga de 15 ml. Metanol

dmara de luz negra Acido acético

entrifuga Giemsa

omba de vacio Solucién de citratos-fosfatos (2xSSC)

ortex Buffer de fosfatos pH=6.8

alanza granataria y analitica Colorante bisbezimida Hocscht 33258

ulas para ratones
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[etodologia

btencién del extracto de Gordolobo

Para poder obtener el extracto de la planta de Gordolobo, se procedié a pesar 30 gr. de toda [a
lanta seca, y puesta a infusién acuosa con vacio durante una semana.

Nota: La planta de Gordolobo previamente ya habiz sido identificada por claves botanicas,
ymparacidén bibliografica v corroborada con los herbarios de la Escuela Nacicnal de Ciencias

iolégicas y de la UNAM (Berdeja, 1996).

eterminacion de la dosis fetal cincuenta (DI so) del extracto de Gordolobo

Se realizé primeramente dicho pardmeiro para poder establecer las dosis de trabajo, tanto para
| ensayo genotdxico, como para el antigenotdxico; la determinacién de la DLse fue realizada
gujendo el método de Lorke (Lorke, 1983).

Los animales que tuviercn un peso promedio de 26.3 gr. se distribuyeron en 3 lotes de tres
tones cada uno, a los que se les administré por via oral las dosis de 10, 100 v 1000 mg/kg del
ctracto (Etapa 1), se registran los animales muertos a las 24 horas. Con los datos obtenidos,
ssteriormente se administraron dosis de 1600, 2900 y 5000 mg/Kg, utilizando un animal por
isis (Etapa 2), observandoe a los animales a las 24 horas. Para czlcular la DLso, se realiza la

edia geométrica entre las dosis en donde sobreviven y en 12 que muere el ratén,

Ensayo Genotéxico

Los ratones fueron distribuidos en 4 lotes de cinco ratones cada uno, sc les implantd en un

istado subcutancamente una tableta de 5-BrdU.
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Treinta minutos después, a los lotes se les asignd el siguiente tratarniento:

No. Lote Tratamiento
1 Agua (vo)
2 Extracto de gordolobo 500 mg/Kg (vo)
3 Extracto de gordolobo 1000 mg/Kg (vo)
4 Ciclofosfamida 50 mg/Ke (vi)

Transcurridas 21 hrs. de haber implantado la tableta, a todos los ratones se les administrd
olchicina a una dosis de 900 pg/ Kg por via intraperitoneal. Tres horas después se sacrificaron
s animales por dislocacion cervical, se les extrajo el fémur, se limpio y se les cortaron las
pifisis, se sacé la médula dsea con 7 ml. de KC1 0.075 M a 37°c, el contenido medular se recibié
n tubos de centrifuga con 1 ml. de KCI sumergidos en un bafio maria a 37 °¢c, incubandose por
5 min.

El paquete celular se fijo tres veces con una solucién de metanol-acido acético 3:1.

Obtenida la suspensién celular, se realizaron las laminillas por goteo, flameéndolas por unos

2gundos. Se dejaron madurar por dos dias, para posteriormente realizar Ia tincién diferencial.

Tincién diferencial

Sobre las laminillas se colocaron 6 gotas de solucién de trabajo (1 ml. de soln. Stock de
oescht 33258 a una concentracién de 10° M + 9 ml. de H,0 + 10 ml. de buffer de fosfatos-
tratos pH = 7 ), se montaron con cubreobjctos y se dejaron a 20 min. en obscuridad.

Posteriormente se introdujeron en una bamra, colocando buffer de fosfatos-citratos pH= 7

lucién 1:1 al raz del portaobjetos.

Enscguida sc expusicron a tuz negra (luz ultravioleta longitud de onda cercana) por 90 min. a

na distancia de [ em.
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Pasado el tiempo, las laminillas se secaron y enjuagaron con H,0 destilada y se surmergieron
n solucion salina de citratos a 60°c por 20 min. A continuacién se secaron y se tifieron con

siemsa en una solucién reguladora de fosfatos pH = 6.8 por 10 minutos.

Observacidn al microscopio

+ Intercambio de Cromatidas Hermanas (ICH)

Para obtenerlo se procedid a localizar 30 metafases que se encontraran en segunda divisién
elular, observando en cada metafase el néimero de intercambios de cromatidas hermanas con el

bjetivo de inmersion (100x), para cada uno de los ratones de los diferentes tratamientos.

+ Indice Mitdtico (IM)

Se realizé contando el nimero de metafases que se encontraron en un total de 1000 células,

ambién por cada uno de los ratones.

- Cinética de Proliferacidon Celular

Se obticne al contar cl mimero de metafases cn primera, segunda y tercera divisién celular en

n total de 100 metafases por cada ratén.

CPK=21/(1MI+2M2+3M3)} 100

+ Anilisis estadistico
El analisis estadistico se realizé con analisis de varianza (ANOVA) a = 0.05, y la comparacion

ntre medias se efectud con la prucba t-student o = 0.05. El tiempo promedio de generacidn se

valud con la prucha J1 cuadrada.
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nsayo antigenotdxico

Los ratones fueron distribuidos en 10 lotes de cinco ratones cada uno, se les implantd en un

ostado subcutaneamente una tableta de 5-BrdU.

Treinta minutos después, se les administré el siguiente tratamiento:

No. Lote Tratamiento
1 Agua (vo)
2 Extracto de gordolobo 50 mg/Kg (vo)
3 Extracto de gordolobo 250 mg/Kg (vo)
4 Extracto de gordolobo 500 mg/Kg (vo)
5 Extracto de gordolobo 1000 mg/Kg (vo)
6 Daunorrubicina 10 mg/Kg (vi)
7 Extracto de gordolobo 50 mg/Kg (vo) + Daunorrubicina 10 mg/Kg (vi)
8 Extracto de gordolobo 250 mg/Kg (vo) + Daunorrubicina 10 mg/Kg (vi)
9 Extracto de gordolobo 500 mg/Kg (vo) + Daunorrubicina 10 mg/Kg (vi)
10 Extracto de gordolobo 1000 mg/kg (vo) + Daunorrubicing 10 me/Kg (vi)

{ve)- via oral; (vi) - via intraperitoneal

El procedimiento de tincion diferencial, la observacién microscépica y el analisis estadistico se
alizé de manera similar al ensayo genotoxice.
Cilculo para determinar ¢l Indice de Inhibicién (L. 1.)

LI = 1 - ICH (Tratamientn) -~ ICH (Testizo nepativo) x 100

ICH (Testigo positivo) - ICH {Testigo negativo)
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 RESULTADOS

Obtencidn del extracto de Gordolobo

La concentracién final que se obtuvo de extracto fue de 30 gr / 300 ml. que se mantuvieron a

12 terperatura de -70 °C para su conservacion

Determinacién de la DLso del extracto

En la etapa I, en los ratones que se les administraron dosis de 10, 100 y 1000 mg/Kg, no hubo
limales muertos. Debido a estos resultados, se procedié a utilizar dosis de 1600, 2900 y 5000

g/Kg, en donde también no hubo muertos. Por lo gue se determind que el extracto de gordolobo

) €8 {0X1c0.

Ensayo Gengtdxico

En la tabla 3 se observa el promedio de ICHs obtenido al observar 30 metafases por ratén,

ciendo un total de 150 metafases analizadas por lote, obteniéndose los siguientes resultados:

Intercambic de Cromatidas Hermanas

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) ICH + d.c.
1 Agua 0.9 = 0.09
2 Extracto de gordolobo 500 1.0 £ 0.12
3 Extracto de gordolobe 1000 1.2+ 014
4 Ciclofosfamida 10 *73 + 096 |

* Dhferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo negativo,
ANOVA, t-student ¢ = 0,05

Tabia 3. Frecuencia de ICHS cn médula dsca de ratones tratados con extracto de Gordolobo

y CCF.
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Grifica 1. Frecuencia de ICHSs en los tratamientos con Gordolobo y CCF

Indice Mitdtico

La determinacion del indice mitdtico sefiala la capacidad de division celular, en la cnal una

ela madre origina a dos células hijas. Como se muestra en la tabla y en la grafica no existen

arencias estadisticamente significativas (ANOVA, t-student « = 0.05).

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) IM £ d.e.
1 Agua 43 = 0.94
2 Extracto de gordolobo 500 34 = 011
3 Extracto de gordolobo 1000 3.6 £ 0.60
4 Ciclofosfamida 10 2.1 £ 0.60

Tabla 4. Indice mitético de ratones tratados con Gordolobo y CCF.
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Grafica 2. Indice mitdtico en los lotes tratados con Gordolobo y CCF

Cinética de Proliferacién Celular

En los resultados obtenidos en la cinética de proliferacion celular, tampoco s cbservaron

ferencias estadisticamente significativas entre 1os lotes (ANOVA, (-student ¢¢ = (.05), como se

uestra en la tabla y en la grafica.

Jo. Lote Tratamicnto (mg/Kg) IM | 2M | 3M TPG ()t de
1 Agua 47.8 | 33.6 1 186 12.29 + 0.49
2 Extracto de gordolobo 500 400 (418 182 12.19 £ 048
3 Extracto de gordelobo 1000 450 | 37 18 12.21 £0.20
4 Ciclofosfamida 10 434 | 442} 124 13.00 £0.57

Tabla 5. Cinética de proliferacidon celular y lempo promedio de generacion en los ratones

administrados con Gordolobo y CCF.
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Gréfica 3. Cinética de Proliferacion Célular en ratones tratados con Gordolobo y CCF

Ensavo Antigenotéxico

Intercambio de Cromdtidas Hermanas

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) + de. % de Inhibicién
I Agua + 0.11
2 Gordolobo 50 + 0.14
3 Gordolobo 250 + 0.04
4 Gordolobo 500 + 0.07
5 Gordolobo 1000 + 0.12
6 Daunorrubicina 10 + 043
7 Gordolobo 50 + Dauncrrubicina 10 + 0.57 -
g Gordolobo 250 + Daunorrubicina 10 + 0.37 11
9 Gordolobo 500 + Daunorrubicina 10 + 04 53
10 Gordolobo 1000 + Daunorrubicina 10 + Q.1 ol

< Diferencia estadisticamente significativa con respecto al testigo positivo, ANOVA | t-student o =0.05

Tabla & . Promedios de ICHs obtenidos cn los anmimales tratados con Gordolobo,

daunorrubicina y la combinacidn de ambos agentes.




ICH

FRECUENCIA DE ICH

+ D0 + D10 + D10 + D10

MGIKG

T- Testigo negativo; G- Gordolobo; D- Daunorrubicina

Gréfica 4. Frecuencia de ICHs en los tratamientos con Gordolobo, Daunorrubicina y 1a

Indice Mitdtico

combinacién de ambos.

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) IM + d.e.
1 Agua 33 = 0.22
2 Gordolobo 50 32 & 0.21
3 Gordolobo 250 3.2 £ 016
4 Gordolobo 500 3.1 £ 014
5 Gordolobo 1000 33 + 0.32
6 Daunortubicina 10 *2.8 + 0.10
7 Gordolebo 50 + Dauncrrubicina 10 «2.5 + 011
8 Gordolobo 250 + Daunorrubicina 10 *2.8 & 0.24
9 Gordolobo 500 + Daunorrubicina 10 3.1 + 023
10 Gordolobo 1000 + Daunorrubicina 10 3.0 + 0.20

* Difercncia estadisticamente significativa con respecto al festige negativo, ANOVA, t-student ¢ = 0.05

Tabla 7. Indice mitdtico de los ratones tratados con Gordolobo, daunerrubicina y la

combinacion de ambos agentes.
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T- Testigo negativo; G- gordolobo; D- Daunorrubicina

Grafica 5. Indice Mitdtico de los tratamientos con Gordolobo, Daunorrubicing y la

combinacion de ambos

Cinética de Proliferacién Celular

No. Lote Tratamiento (mg/Kg) IM } 2M | 3M | TPGihn)+de.
1 Agua 29.8 | 52.8 | 17.4 11.19+0.11
2 Gordolobo 50 33.6 | 53.8 | 12.6 12.13 053
3 Gordolobo 250 3021534 ] 164 11.27 £0.15
4 Gordolobeo 500 254 1598 | 14.8 11.08£0.43
5 Gordolobe 1000 384! 44 | 176 12.11+£0.32
6 Daunorrubicina 10 50.0 | 414 | B.6O | %13.4030.45
7 Gordolobo 50 + Daunorrubicina 10 31.81 502 | 18.0 11.27+0.15
3 Gordolobo 250 + Daunorrubicina 10 334 | 48.0 | 18.6 11.34+£0.36
9 Gordolobo 500 + Daunorrubicina 10 3341540 | 126 12.11+0.35
10 Gordolobo 1000 + Daunorrubicina 10 514 | 33.2 | 154 | «1320£0.86

& Diferencia estadisucamente significativa con respecto al festigo negative, ANOV A, 1-smdent ¢ = 0-05

Tabla 8. Cinética de proliferacién celular y ticmpo promedio de generacion en ratones

dministrados con Gordolobo, daunerrubicina y la combinacion de ambos agentes.
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Griéica 6. Cinética de Proliferacion Celular en los ratonies tratados con Gordolobo,

Daunorrubicina y la combinacién de ambos
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6. DISCUSION

Es sabido que desde la época prehispanica la planta del Gordolobo se ha consumido, sin
haberse presentado ningln efecto nocivo. El estudio de ia dosis letal media del extracto de
Gordolobo aqui presentada demostré no ser téxaco, probandose dosis altas de hasia 5 000 mg/Kg
sint presentar alguna alteracion observable en fos animales. Lorke (1988) en su trabajo menciona
que un ¢ompuesto 2l no producir algtin efecto a la dosis mencionada, es considerade como
atéxico. Jankun (1997) recienteruente comenté que ios tés de polifenoles, bebida que bien puede
ser comparada con el extracto estudiado por sus constituyentes similares, pueden ser consumidas
en altas dosis fuera de algin efecto toxicoldgico.

El estudie fitoguimico preeliminar del extracto de Gordolobo demostrs que contiene diversos
componentes, como lo son los taninos, quinonas, antraquinonas, alcaloides y flavonoides, como
con ofros tés y extractos estudiados con componentes similares a los del Gordolobo, se ha
inferido que las propiedades antioxidantes que se les atribuyen es debido a la accién de los
flavonoides.

Ahora bien, se ha discutido en diversas investigaciones que alimcntos que contiencn
flavonoides, como es e! caso del Gordolobo; y los mismos flavonoides han presentado efectos
mutagénicos y carcinogénicos en cnsayos in wiro (Ames, 1983). Debido a esta cuestidn, sc
procedio a determinar si €] extracto empleado, podria tener efectos genotdxicos al determinarse la
frecucncia de ICHs; para cste estudio se utilizé a ia ciclofosfamida como testiga positiva, por
saber que este agente es un muy buen inductor de ICHs (Natarajan, 1981), confirméndose dicho
electo en ¢l ensayo al obtener un ndmero de 7 § de ICHs como s¢ mucstra en la tabla 3. Asi
mismo, ¢n esta tabla podemos observar que of Gordolobo en las concentracroncs empleadas de

500 y 1000 mg/Kg no aumentaron ¢l nidmero de ICHs, no habiendo diferencias estadisticamente



significativas con respecto al testigo negative (ANOVA, t-Student o = 0.03), observandose los
mismos resultados en el indice mitdtico ¥ en la cinética de proliferacién celular, por lo que
podemos considerar que e extracto no es genotdxico, ni citotdxico.

Examinando los resultados anteriores, se dedujo, que el extracto de Gordolobo podia ser un
buen candidato para probarse como un agente antigenotdxico, debido a que plantas del mismo
género del Gordolobo exhiben propiedades antioxidantes, come fuertes afrapadores de radicales
libres (Asaka, 1992), de tal manera que se procedid a realizar el ensayo para estudiar el efecte
antigenotoxico, también evaluando la frecuencia de ICHs. Para dicho estudio se utilizd a la
daunorrubicina, que comoe se ha visto es un potente generzdor de radicales libres y un gran
inductor de ICHs (Goodman, 1996). Tal efecto, se comprobé en el ensayo, ya que la
daunommubicina indujo 10.8 ICHs en las células de médula 6sea de los ratones, como se muestra
ent la tabla 6. Los resultados también confirman que el extracto de Gordolobo no es genotdxico al
presentar un mumero de ICHs sinmiiares al de! testigo negativo, los cuales no son estadisticamente
significativos con respecto a éste. Pero s de mayor importancia, observar que los animales
tratados con fa daunorrubicina y el extracto de Gordolobo a las dosis de 250, 500 ¥ 1000 mg/Kg,
disminuyeron el ndmero de ICHs considerablemente, hasta un 61 % en la dosis mds alta,
habiendo diferencias estadisticamente significativas con cl tesfigo positive (ANOVA, t-Student «
= (.03).

Ahora bien, en ¢l ¢cnsayo antigenotdxico se observo que la disminucidn cn el niimero de ICHs
zn los lotes iratados con el extracto mas la daunorrubicing, es proporcional a las dosis empleadas
iel extracto. Existen investigaciones de diferentes plantas como ¢l té negro y el té verde, en la

‘ue dan una relacidn en peso seco de la planta, en donde aproximadamente ¢l 30 % corresponde a

ompucstos flavonoides (Yang, 1993). $i asi {uera, para ¢l ensayo, la cantidad aproximada de
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ompuestos que dieran la actividad antioxidante en el extracto oscilaria entre 6 y 27 mg, en las
losis en las que se present¢ disminucion del nimero de ICHs.

No se han encontrado estudios in vive en donde se relacione inhibicidn de dafio genético con
ratamientos en los que se usen extractos de flavonoides; pero existe un estudio in vitro en donde
e determinaron microniicleos en células V79 inducidos por mitomicina C, asi como la
ransformacion celular de células BALB¢/3T3 inducidas con 3-metilcolanireno, protegidas con
xtractos de tés de flavonoides; en donde se obscrvaron porcentajes de inhibicion del 49.7 y 59.5
% en concentraciones de flavonoides de 200 mg/L (Han, 1997), porcentzjes de inhibicion
emejantes a los obtenidos en el ensayo.

El extracto s6lo en las concentraciones probadas no aurpenté el ndmero de ICHs, estos valores
on muy similares a los del control negativo usado. La mayoria de las investigaciones con
ropiedades y constituyentes parecidos a las del Gordolobo presentan resultados semejantes y
olo en muy pocos casos los efectos son contrarios.

El mecanismo de accién, por el cual el extracto acuoso de Gordolobo disminuye e] nimero de
CHs, se ha propuesto cn basc a los constituyentes del extracto, a los que se les ha demostrado su
wiividad antigenotdxica, cs decir los flavonoides, 2 los cuales sc les ha probado efectos
ntioxidantes.

Los estudios con estas tendencias argumentan que los flavonoides provenientes de productos
iaturales tienen una amplia varicdad de cfectos benéficos pero que, sin embargo, también causan
lifercntes tipos de dafios, como la formacién de estados pro-oxidantes, que pucden conducir al
afio celular (Ames 1983, 1989), Esta actividad dual se ha visto también en la vilamina C,

cpeniendo esta de la concentracion 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 iransicidn, en especial del hierro (111) con la complgjacidn de los
flavonoijdes, radica en que estos pudiesen actuar como competidores con ta daunorrubicina por el
hierro. Como se sabe, la daundﬁ'ubicina en alpunas de sus principales funciones es la de
reaccionar con el hierro para formar especies reactivas de oxigeno por reacciones Fenton, asi
como también para formar el complejo daunorrubicina-hierre para ntercalarse en el ADN . Es
asf, como las propiedades complejo-metélicas de las meléculas de los flavonoides podrian hacer
alguna contribucidn a su actividad total (Metediewa, 1997; Lukner, 1990; Letan, 1966). Entre los
flavonoides presentes en las diferentes especies de Graphalium se encuentran una gran variedad
de compuestos flavoroides metoxilados, que podrian dar una mayor estabilidad a los complejos
formados por metales que con los complejos formados con la daunorrubicina.

Los resultados de varias investigaciones in vitro ¢ in vivo desarrolladas recientemente sugieren
una relacidn estructurz-actividad en la capacidad de los flavonoides para actuar como
antioxidantes. Los siguientes tres factores estructurales juegan un papel importante en este
proceso: la presencia del grupo catecol en el anillo B (Sanz, 1994); el doble enlace 2-3 en
conjugacion con el 4-0xo de un grupo carbonil en ¢l anillo C; y iz presencia adicional de grupos
OH en el anillo A y B como se muestra (Fig. 15) (Metcdiewa, {997).

Estas propiedades estructurales son capaces de proveer de facultades quelantes de hierro y
atrapadores de radicales libres ademas de actividades inhibitorias de enzimas por cjemplo la

xantina oxidasa (Cos, 1998, Robak, 1988).
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Fig.15. Factores estructurales involucrados en los mecanismos antioxidantes (Metodiewa,
1997).

Las especies reactivas de oxigeno formadas a partir de la metabolizacién de la dsunorrubicing
ueden ser atrapadas por las estructuras caracteristicas de los flavonoides presentes en el
ordolobo, como se ha visto por diferentes mecanismos; y asi proteger o disminuir del dafio
enético, y en si el nttmero de ICHs, producidos por radicales libres.

Pero, es necesario definir las especies quimicas responsables de Ia naturaleza protectiva que se

: ha encontrado z el extracte de Gordolobo.
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. CONCLUSIONES

1. El extracto acuoso de Gordelobo en las dosis estudiadas de 500 y 1000 mg/Kg no presentd

ctividad genotéxica, m citotdxica

2 En el ensayo antigenotoxico, el extracto de Gordolobo a las dosis de 250, 500 y 1000
ng/K.g disminuyeron el nimero de ICH en las células expuestas con daunorrubicina, el cual fué
in fuerte inductor de ICHSs, determinando asi que el Gordolobo (Graphalium oxyphyllum) ejerce
in efecto protector en las células, lograndose con la dosis mayor, un indice de inhibicién del 61

0.

3. El indicc mitdtico no s¢ alterd en los tratamientos con Gordolobo, y el tiempo promedio de
oneracidn mostrd un aumenlte cstadisticamente sigmficativo, solamente con la dosis de 1000

ng/Kg de Gordolobo mas la daunorrubicina.
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