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INTRODUCCIÓN 

Desde sus inicios. el proceso evo luti vo de los seres vivos ha dependido básicamente 

de la capac idad adaptat iva de éstos con su entorno. ya sean los cambios climáti cos. la 

se lección natura l. las catástrofes naturales. etc. Es por ell o que los seres vivos han teni do 

que mod ifi car o cambiar. tan to sus conductas y neces idades. como a ell os mi smos. para 

lograr sobrevivir y as í dejar descendencia. En todos los organi smos la manera dc registrar y 

heredar todas esas adaptaciones de una generación a otra. es mediante su material genéti co 

(ADN). y si bien es cierto que las conductas soc iales o aprendidas no las dicta el materi al 

genét ico . éste si es responsable de crear al organi smo con las caracterí sticas silllilan:s a las 

de su espec ie. 

La Genética como ciencia. se ini ció fo rmalment e eon los principios y regla s 

analíti cas propuestas en 1865 por el monje agustino Gregorio Mendel. las cua les no fuero n 

comprendidas por sus contemporáneos sino hasta principios del siglo pasado. cuando llugo 

de Vri es. Erich Tschermak y Karl Correns redescubrieron dichas investi gac iones. Hasta la 

fec ha. la Genética ha avanzado a tal grado que se ap lica en múltiples discip linas. teni cndo 

gran relevancia en campos como la salud o la inves ti gac ión. A pesar de que hace mús de 50 

años se co noce la estnt<.:t ura del ADN . y que recientemente se haya completado la 

secuenciac ión del genoma humano. aún se considera a la Genéti ca como una ciencia joven. 

la cual provee una ampli a gama de opciones de estudi o (1 J. 

La Genét ica Tox ico lógica es una de las ramas de I,t (,enética que h,1 tom,ldo gran 

auge. en espec ial desde finales de los 60 ·s. donde se presentaron las primeras 

inves ti gaciones que relacionaron a los metabolitos carcinogénieos y el AUN (2). es decir. 

se relac ionó a la carcinogénesis con la mutagénesis así como su asociación CO'1 la 

genotox icidad. Así. se desarrollaron estudi os acerca del efec to carcinogénico de ciertos 

agentes químicos en algunos sistemas celul ares. En este contex to . .1 .11. Weisburge r y co l. 

int rod uj eron el té rmino "genotóx ico" para identili car a los carcinógenos que rcaccillnahan 



con el !\DN. en contraste con los carc inógenos que ejen:ían su erecto por otros mee~lI1 i s m() s 

(3 ). 

Se han identificado age ntes ge notóx iC0s l'i sicos. quím icos y hi ológ icos en 

prác ti camente todas las áreas relac ionadas con el hombre : laboral. farmac éutica. alimenti cia 

o de hábitos personales. lo que propició a una espec ie de saturación genotóxica y. como 

consecuencia. la búsqueda de estrategias para ev itar o reducir los efectos negati vos ele estos 

agentes. Dicha informac ión hace posible ev itar la e .~pos i ción a aquellas sustancias 

mutagénicas por otras "innocuas" cuando esto es factible. o bien. modificar la estructura 

molecular de los mutágenos con la idea ele que este cambio elimine el potencial genotú., ico 

(4. 5). En esta búsqueda de soluciones surgió el conocimiento de que en el uni verso de 

agentes químicos también se encuentran los antimutágenos o antigenotóx ieos. es decir. 

aq uellos agentes que son capaces de reducir o eliminar el daño al material genét ico en los 

organismos. independientemente de que éste sea espontáneo Ó inducido (4) . 

Esta búsqueda es ele vital importancia. por un lado. nos ayuda a esc larecer los 

procesos de homeostas is ce lular. mutagénesis y earcinog.'nesis al estudi ar los mecani smos 

de acc ión de los antigenotóx icos. y por otro. a obtener conocimientos más conli ab les y 

completos acerca ele los habita\. comportamientos personales. hábitos. alimentos o 

compuestos que ayuden por e jemplo. en la lucha contra el cú nccr: ya que se ha est ilJ1adll 

que un 50% o más de di cha enfermcdad se podría pre vcnir si se lI eva rnn a cabo ciertos 

háb itos y costumbres. como: el dejar de fumar. llevar una dieta baja en grasas y calorías 

incrementado el consumo de frutas y verduras (6. 7). as í como una rutina de ejercicio y el 

contro l del peso (8. 9). 

Un aspecto que ca be menciona r. es el hecho de que independientel11ente de los 

agentes genotóxicos a los que estamos expuestos por el contexto generado por ambientes 

labora les. urbanización o estatus socioeconómico de un país. ex isten gcnotóx icos a los quc 

hemos estado ex puestos desde siempre y que pueelen causar Illutaciones. Dent ro de los más 

comunes y uni versales se encuentran los radicales libres (RL). de los cuales hah laremos 

mas ade lante. De tal forma. surgió la necesidad de estudiar antigenotóxicos fác iles de 
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adqui rir - en costos y di sponibilidad - y consumir de manera segura. común y h<1bitual. con 

el fin de protegernos contra aq uell os genotóx icos uni versales. y de manera IllÓ S espec ífi ca. 

como estrategia para prevenir el daiio provocadn por age ntes implícitos en el med io 

ambiente. por ejemplo: la contaminación. el estrés. el crec imiento desmedido de las 

ciudades, entre otros. o bien. por cu ltura y economía. razones por las que no se tiene ni la 

conciencia ni los recursos para mejorar la alimentación o asistir regul armente a revi siones 

médicas. con los cuales se podría tener un diagnóstico temprano de alguna enfermedad y 

así tener una terapia temprana e incrementar la oportunidad de cura ( 10). Estos. entre otros. 

son problemas muy cO l11unes en países del tercer mundo. COIllO es el caso de Méx ico. en 

donde se podría obtener un benefici o sobre la poblac ión . de los an ti genotóx icos presentes 

en la gran diversidad de prod uctos naturales con que se cuenta y de los que no s'; ha 

aprovechado todo su potenci nl. o más grave aún. no han sido investi gados. 

Debido a lo anteri or. en esta investigación en particular. se intenta aportar datos 

útil es sobre los efectos anti genotóx icos del jugo de toronj a contra los efectos produc idos 

por los RL generados por la daunorrubicina (DA U). 

GENOTOXICIDAD 

Se puede definir COIllO un genntóx ico a todo aquel agente rísico. químiCO o 

biológico capaz de ejercer algún crectn nocivo sobre el materi al genético. alterando sus 

funciones y generando diferentes trastornos ce lulares. 

Ex isten varios aspectos que intervienen en el efec to de los agentes genotóx icos. que 

se pueden dividir en tres puntos generales: 

• Del genotóxico: sus características fi sicoquímicas. su farmacocinéti ca. 

farmacodinamia. etc. 

• La idiosincrasia de cada indi viduo: la condición de los meca ni smos de de te nsa y 

reparac ión del daiio. su sa lud. predi sponibilidad géni c~l . ctc. 
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• La exposic ión del ind ividuo al genotóxico Cantidad y ti cmpo de ex pos ición. 

alimentac ión. costumhres. háhitat. ocup<lc iÓn. ctc. 

La ciencia encargada de estudiar a los genotóx icos. su ident ifi cac ión. sus erectos. 

consecuencias y prevención es la Genéti ca tox ico lógica la cua l se reconoció como ciencia 

en 1969 cuando Holl aender y otros geneti stas fu ndaron la "Environmental Mutagen 

Soc iety" preocupados por la sa lud pública afectada por los fe nómenos que incidían sohre el 

material genético. tales como las enfermedades cróni cas degenerativas en do nde el más 

clásico ejemplo es el cáncer. 

CA RCINOGÉNES IS 

La carci nogénesis es el proceso mediante el cual se prod uce y desarrolla el cápcer. 

por ende un carcinógeno. por de fini ción. es un agente que ca usa n induce d lllcer. au nque 

este concepto está a discusión debido a que la carcinogénes is no es producida en su 

totalidad a un so lo evento o agente. sino que es inducida y desarro ll ada por múlti ples 

factores de muy diversos orígenes y mecanismos. 

El termino genotóx ico surgió prec isamente por la necesidad dc dist inguir a aqucllos 

carc inógcnos que interactuahan con el ADN de los que no lo hac ían. es dec ir que no en 

todos los ti pos de cáncer tienen como ini cio a las mutac iones (2) . 

• Carcinógenos genotóx icos: contribuyen en el proceso canceroso directamente o a 

través de espec ies o metabo litos reactivos. dañando al ADN. 

• Carcinógenos no ge notóx icos o epigenéticos: son sustancias químicas o virales. 

que ejercen su efec to por mecani smos que no comprenden daño al !\J)N. 1:1 

origen de estos carcinógenos pueden ser exógenos o endógenos: en el pri me r caso 

se pueden inclui r a algunos xenohióti cos. mi entras que en el segundo se 

encuentran sustancias como las hormonas que ejercen su acción sobre cé lulas 

específicas. 
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MUTAG ÉNES IS 

La mutagénes is es el proceso mediante el cual se ori gina una mutación. la mutac ión 

se defi ne como los cambios al azar en la cantidad. cuali dad y arreglo de los genes que se 

manti ene en las replicac iones ce lul ares subsec uentes. y que ti ene la posibilidad de 

manifestarse como una alteración cromosómi ca y/o como un cambi o fenotípico en los 

organi smos afectados ( 11 ). es decir. es un error en el almacenaje de la información 

genética. En éste concepto el carác ter de aleatorio está en entred icho ya que el mate ri al 

genético no es una molécul a que se encuentre aislada con el ex terior sino por el contrar io. 

exi sten diversos agentes externos que interactúan con el ADN y lo afectan causándole 

mutac iones. dichos agentes son conocidos como mutágenos. Se han reali zado algunos 

experimentos en donde se sugiere que ex iste una maquinaria genética responsable de 

responder al amb iente produciendo mutac iones adaptativas. o sea. que la célula al estar en 

un estrés mutac ional. ac ti va a los genes inducto res cierta maquinara: lo cua l ti ene C'JnlO 

consec uencia que la cé lul a permanezca en un estado hipermutable. con el fin de 

sobreponerse a ese estrés y as í sobrevivir: esta hipótesis es lógica. ya que las Illutac iones 

son una exp licac ión del proceso evo luti vo. sólo que ha sido difíc il demostrarlo en Illodelos 

a corto tiempo. 

Clasi ticación de las mutaciones 

Hay diferentes criteri os para clas ificar a las Illutaciones una es pm su ori ge n que 

serían las espontáneas o naturales (a leatori as) C0 l11 0 las causadas por los cambi os 

tautoméricos. y las inducidas (no aleatorias) causadas por los mutágenos. Otra es si son 

mutaciones somáti cas o germinales. en el primer caso la mutac ión ocurre en cé lul as 

somáticas pudiendo. no mani testarse en organi smos dife renciados. por el contrar io. si la 

mutac ión se presenta en estados germinales poco o no direrenciados puede causar 

teratogénes is. En el segundo caso si la mutac ión se produce en las cé lul as germinales esta 

puede transmitirse a la descendencia o bien causando problemas de ferti I idad o esteri I idad 

(figura I l. Por su morfología pueden ser: 

s 



.:. Géni cas o puntuales 

• Transiciones: cambio de purina por purina o piril11idina por pirimidina. 

• Transversiones: cambio de purina por pirimidina o viceversa. 

• Eliminac iones: delec ilÍn de uno o mús nucl clÍ tidos (Camhio de ¡¡lse ). 

• Inserciones: inse rción de uno o más nucleótidos (Cambio de fase). 

• Sin senti do: crea un codón de terminac ión . 

• :. De extensión variable 

• Cambios en la estructura de los cromosomas 

• Deleciones: perdi da intracromosómica de materi al. 

• Translocae iones: intercambio intercrol1111sómico de materi al. 

• Inversiones: corte y giro de 1800 de material intraeromosómi co. 

• Inserciones: traspaso de material de un cromosoma a otro . 

• Duplicaciones: Repeti ción de un fragmento cromosómi co. 

• Expansión de tri pletes repetidos. 

• Cambio en el número de cromosomas 

• Aneuploíd ias: Poseen un número incompleto de cromosomas. 

• Poliploid ías: Número di stinto de crom osomas. 

o bien desde el punto de vista funcional. las cuales pueden ser: 

• Silenciosas: no se observa ningún efecto en el fenotipo y no parecen ser 

influidas por la selecc ión natural. 

• De cambio de encuadre: (por deleción o inserción) se produce un cambio en la 

lectura de los tri pletes . 

• Sin senti do: camhio de una hase que convierte Ull trirl cte codi fi ca nte en llllO 

si n sentido a la trad ucción. 

• De elementos de cont ro l: al alterar promotores. intensifi cadores u otras 

secuencias regul adoras. 
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AGENTE GENOTÓXICO 

Exógenos ~. " 
.::::::::: :::::::::, M EC AN ISMOS DE DEFENS A .. ' 

EndógenoS r ······· .... ,--- - ---'---------, 

r - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . 
: Carcinógeno epigenéti co : 
1 ______ -----,- - ---- -- -- --, , , 

MUERTE CELULA R 

Célul as somáti cas 

Figura l . Efectos de los genotóx icos sobre el materi al genético. 

Clas i fi cac ión de los mutágenos 

Los mutágenos. también son ll amados comúnmente genotóx icos. aunque este 

término abarca de una manera más ampli a a los compuestos que dañan al ADN. ya que no 

todos producen mutac iones. y se clas ilican de acuerdo a su naturaleza como sigue: 

.:. Físicos 

• Radi aciones electromagnéticas: rayos cósmicos. catódicos. gamma. UV. etc . 

• Energía calóri ca. 
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• Agentes alqui lantes: et i I Y met i I metano sull ' lIlato. gases nHlsIa7.a. ete. 

• Agentes desa llli nantes: ác ido nitroso. hi sullito. L' tC. 

• Análogos de base: 5-bromo-2'-desox iuridina (5- [3rdU), 2- alllino purina. etc. 

• Agentes interca lantes: prollav ina. naranj a de acridin<l. cte. 

• Agentes mi sce láneos: hidrae ina. nitroquinolina. hidroxil amina. etc . 

• :. Biológicos 

• ADN po lilllerasas alteradas. 

• Virus. 

• Trasposones. 

ANTIMUTAGÉNESIS 

La búsqueda de agentes con capac idad antil11utagénica permitió el surgimiento de lo 

que conocemos actualmente como an/imu/agénesis. que es el evento de contrarrestar o 

eliminar los daños mutagénicos provocados por componentes de ori gen di verso. y que son 

un fac tor de ri esgo para el material genético. que puede traducirse en cáncer. Es 

indi spensable tomar conciencia de todo lo anterior. para así. desarroll ar las medidas 

adecuadas que detecten y pre\'enga n la expos ición a l11utáge nos en lúrm a oport una. Si n 

embargo. se deben tener ciert as precauciones cuando se extrapo lan al hombre los resultados 

obtenidos en la ex perimentac ión con animales. Hay que tomar en cuenta que cada suj eto 

responde de manera parti cu lar a la acc ión de estos agentes Illutagéni cos. debi do a que los 

aspecto fa rmacoc inéti cos están genéticamente determinados y a que hay fu nciones 

asoc iadas a la sensibil idad a carci nógenos. promotores. regul ac ión del Illetabol islllo y a la 

destox ificac ión (2). 

En el estudio de los antimutágenos se han encontrado algunos problemas. l lll O de 

ell os es establecer las dosis para que ejerzan su efecto protector. debido a que la mayo ría 

trabajan a través de múltiples mecani smos. que pueden incluir tanto efectos protectores 

C0 l110 efectos adversos y esto debe ser tomado en cuenta en los análi sis de ri esgo

benefi cio( 12. 13). Otra limitante que se ha observado en los antilllutágenos es su 

espec ificidad hac ia los diversos tipos de agentes gcnotóx icos. Así. la importanc ia de 
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conocer su mecani smo dc acc ión permite sugerir cl tipo de mutúgcnos cont ra los cuaks 

puedcn prevenir o reducir sus efectlls. 

Clas ificación de los antimutágenos 

Obviamente. los agentes capaces de di sminuir la frec uencia de mutac iones se 

denominan antimutágenos. De Flora ( 13) propuso una clas i fic ac ión detall ada sobre los 

puntos de intervención en los cuales es posibl e prevenir una mutac ión. además de la 

secuencia de eventos ocurridos durante el proceso de carcinogénesis. hac iendo énfasis en 

que la clas ificación debe ser nexi bl e ya que muchos de los mecani smos se interconectan. 

Esto incluye una gran variedad de mecani smos tanto celulares como ex trace lulares que 

modul an la respuesta genotóx ica y la iniciación tumoral. la promoc ión. progresión. 

angiogenesis. invasión y metástasis. 

1\) Mecanismos Ex trace lularcs 

Inhibición del aumento dc carcinógenos y 

mutágenos 

Inhibición de la fo rmac ión endógena de 

mutágenos/carc i nógenos 

Formación de complejos. dilución y/o 

desact ivac ión de mutágenos/carci nógenos 

Favorecer la absorción de agentes protectores 

Inhibiendo la entrada o penetrac ión 

Fa vorec iendo la eliminación dcl orga ni smo 

Inhibición de la nit rosac iún 

Modificación de la llora intestinal 

Por medios fí sicos o mecáni cos 

Por reacc iones químicas 

Por reacciones enzimáti cas 
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B) Inhibición de Illutaciones e in iciac ión del C<Í ncer por mecani smos celulares 

Estimulación del bloqueo y destoxi(icación en célul as no blanco 

Mod i (icac ión de l transporte transmembranal 

Modu lación del metaboli smo 

Bloqueo o competencia 

Inhi bición de la replicación ce lular 

Modulaci ón del metaboli smo y reparación del ADN 

Control de la expresión génica 

C) Inhibición de la promoción tumoral 

Inhibición de los efectos genotóx icos 

Acti vidad anti ox idante y captura de radicales li bres 

Inhibición de proteasas 

Inhi bición de la prolill:rac ión ce lular 

Inducc ión de la diferenciac ión ccl ul ar 

Inducc ión de apoptosis 

Protecc ión de la comunicac ión intercelular 

Mod ul ac ión de las seiiales de transducción 
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D) Inhihición de la progn:s iún tumoral 

Inhi bición de los efectos genotóx icos 

Acti vidad anti ox idante y captura de radicales li bres 

Inhibición de pro teasas 

Modul ación de las señales de Iransd ucc ión 

Efectos del estatus hormonal 

Efectos del sistema inmunológico 

Inhibición de la neovasculari zación 

Acti vidad antineoplásica de tipo IIsico. químico () biológico 

E) Inhibición de la invasión y metástas is 

Inhibición de pro teasas (relac ionadas en la degradación de las bases 

membranales y la interacc ión con la matri z ex tracelular) 

Inducción de la di fe renciación celular 

Inh ibición de la neovasculari zac ión 

Efecto en las molécul as de adhesión ce lular 

Acti vidad antiox ida nte 

Regul ac ión de las señales de transducc ión 

Acti vac ión de los ge nes antimetástas is 

,---_ .. _.~--,-~~---" .,--_ .................. _ ....... ,.,'" 
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RADICALES LIBRES 

Definición 

Los rad icales libres (RL) son átomos o moléc ul as que tienen en su último "ivel 

energético un electrón libre. lo que les confi ere una alta energía y una conll guraci ón 

espacial que genera gran inestabil idad. por lo tanto. son especies altamente reactivas y dc 

vida media muy corta ( 14.15). 

Rad icales libres en los sistemas biológicos 

La generac ión de RL en los organi smos es un proceso natural. dinámi co y continuo. 

inherente para el funcionami ento normal de varios procesos biológicos (16). aunque 

también se encuentran involucrados en di fcrentes II siopatologías. 

Algu:loS ejemplos son: en el metabo li smo de cualquier ser vivo. en donde 

intervengan enzi mas de ox idac ión-reducción. las cuales son las encargadas de catali zar las 

reacc iones redox y por lo tanto hay transferencia de electrones. donde se generan R 1.. en las 

mitocondri as. donde se produce aprox imadamente el 95'Vo del !\TP. por medio de la cadena 

respiratoria donde el oxígeno actLla como último aceptor de electrones. Se ha calc uladolJuc 

de un 2 a un 5% del O2 consumido en el metabo li smo normal se transforma en RI. ( 17). los 

cua les se considera n dentro de las principales moléculas a las lJue estamos expuesto)' se les 

han llamado espec ies reactivas de ox ígeno (ERO). tales como el radical ox idril o ( 0 1-1 ). el 

anión superóx ido (- O2). el radical peróx ido ( 0 21-1 ). el singulete de ox ígeno ( O) y el 

peróx ido de hidrógeno (H 20 2). Otro de los procesos metabólicos donde se producen RL 

principalmente ERO. es la fagoci tosis como mecani smo microbicida . por medio de la 

NADP H-ox idasa. la superóx ido di smutasa. la mi eloperoxidasa y la ox ido nítri co sintasa. 

Estos mecani smos pueden ser evad idos por algunos agentes patógenos causando la muerte 

del fagoc ito y por lo tanto liberando sus componentes intrace lul ares. originando con csto la 
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liberación de RL que ahora ac túan en contra del organismo en lugar de contra el agente 

patógeno. 

También existen en el medio ambiente xenobiólicos LJue al estar en contacto con el 

organi smo pueden generar RL, entre los más comunes están: el ozono. los productos de la 

combusti ón del tabaco y la polución ambiental. las rad iac iones de alla energía o ioni zantes 

como los rayos UV. que al at ravesar la piel conli ere energía a las biomolécLil as 

propiciando la formación de RL (12.1 8). 

Siendo los RL impresc indibles en los organi smos. e ineludible su generación por la 

influencia del medio ambiente. los seres vivos han desarrollado estrategias para protegerse 

de los efectos deletéreos de los RL. A la etapa de desequilibrio en el organi smo entre los 

mecani smos antiox idantes y los agentes oxidantes. incluidos los RL. cuando éstos 

aumentan se le ha denominado estrés ox idati vo. Esta situación se puede presentar cuando 

ex iste baja concentración o inhabilidad de los mecani smos antioxidantes para control ar la 

existencia normal de oxidantes. o bien por el aumento excesivo de éstos últimos. por 

razones fisiopatológicas o por intoxicaciones. 

Los daños causados por los agentes ox idantes en cl cuerpo son di versos. dentro dc 

ell os. pueden atacar a las biomoléculas. por ejempl o. a los Iípidos. produciendo 

lipoperox idac ión. a las proteí nas. tanto estructurales como funcionales. generando 

di sminución o anul ación de sus funciones. as imismo en los carbohidratos. y no es la 

excepción el ADN donde los daiios generados pueden deri var en mutaciones () Illuerte 

ce lul ar. Todos estos daños ev identemente ti enen repercusiones sobre el organi smo y se han 

asociado a enfermedades crón ico degenerativas como el Parkinson. el !\ Izhei mer. la artriti s 

reulll atoide o procesos de 11111tagénesis y carcinogénesis. adcmús la tox icidad de los RI . sc 

ha asoc iado con el envejecimiento. 
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ANTIOXIDANTES 

Defini ción y cl as ifi cación 

Los antiox idantes que se encuentran naturalmente en el organi smo y en ciertos 

alimentos. bloquean parte de tox icidad producida por los RI. ox idantes. entregando 

electrones que estabili zan y neutrali zan los erectos daliinos de los RL. es decir. son 

sustancias que tienen la capac idad de inhi bir la ox idac ión causada por los agentes 

ox idantes: ac tuando algunos a ni vel intracelul ar. otros en la membrana de las cé lulas. en 

la circul ac ión o deteniendo su absorción al organi smo: actuando todos con el fin de 

proteger a los diferentes órganos y sistemas ( 19). 

Los antiox idantes pueden ser endógenos o exógenos. dentro de los endógenos se 

encuentran diversas enzimas por ejempl o. las enzimas catalasa. glutatión perox idasa y 

superóxido di smutasa: en el plasma sanguíneo están la tras ferrina. lac toferrina. 

cerul op lasmina y albúmina. Otros anti ox idantes encontrados en el pl asma sa nguíneo () 

en las cé lulas. son sustancias que no son cnzimas tales como las hilirruhinas. el ¡¡c id ,. 

úrico. las vitaminas C. F: . A. la melatonina. los estrógenos . los Il avo noides y algunos 

meta les. como el se leni o. cobre. zinc y magnesio. que actúa como co ractores de algunas 

enzimas anti ox idantcs(20). 

Se debe tener claro que para tines didác ticos se estudian todos estos mecanismos v 

compuestos por separado. pero en rea lidad en el organismo se presentan de manera 

simultánea y continua. interac tuando entre sí con el fin de contrarrestar los efectos tóx icos 

de los ox idantes. por ejempl o. el glutati ón contiene se lenio y ayuda en la preve nción de la 

formac ión de l radi ca l hidrox il o. este mi smo regenera la vitamina C. qui en a su vez es 

regenerada por la vi tamina E. 
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Por otro lado los Ila vonoidcs. carotcnll idcs y li copcnos son compucstos 

polifenólicos que se encuentran en las algunas plantas y han resultado ser excelentes 

antiox idantes. Algunos ejempl os donde los podemos encontrar comúnmente es en el té 

negro. el té verde . en el vi no tinto. en vegetales como el j itomate. la zanahori a. la soya: o 

bien en las frutas como los cítricos en donde tenemos el caso de la toronj a ( 16). 

TORONJA 

Origen 

Los cítricos se originaron hace unos 20 millones de allOS en el sudeste asiático. 

Desde entonces han sufrido numerosas mod ifi caciones debidas a la selección natural y a las 

hibridac iones tanto naturales como las producidas por el homhrc. 

La dispersión de los CÍ tricos desde sus lugares de origen se dcbió fund amentalmente 

a los grandes movi mientos mi gratorios: las conqui stas de Alejandro Magno. la expansión 

del Islam. las cruzadas. el desc ubrimiento de Améri ca. ctc . 

La toronj a es una hibridac ión natural que se di o en las islas Barbados en el siglo 

XV II. entre un naranjo dulce y un pummelo (Cilrus grandis). 

Taxonomía y morfología 

-Familia: RllluCea(! . 

-Género: Cilrus. 

-Espccie: /}(/radis i 

-Porte: Reducido . Tronco carIo y copa compacta. ~ro l es co lor púrpura . I':scasa 

espinosidad . 
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-Ho. jas: medio-grandes. algo ve ll o.sas. con alas grandes. nervios muy marcados y 

o. lo.r típico. 

-Flo. res: grandes de co. lo. r ve rdo.so y estambres reducido.s. 

-Fruto.: Hesperidio. . Consta de: exo.carpo. (Ilavedo.: prese nta vesícul as que conti enen 

aceites esenciales). meso.carpo. (a lbedo.: po.mpo.so. y de co. lor bl anco.) grueso. y endo.carpo. 

(pulpa: presenta tri co.mas co.n jugo.) blanco.. ro.sa o. rojo.. De tamaño. grande y fo. rma redo.nda 

y algo. aplastada. Superfici e co.n glándulas pro.minentes co.n aceites (21). 

Las variedadcs dc toronja pucdcn clas ifi cmse cn dos grupos. En el prill1C1" grupo S l ' 

incluyen las variedades blancas o. co.munes. la Dllnean .1' ¡Ifa,.sh (Ma,.sh .1'1'1'(//1'.1') En el 

segund o. grupo. se englo.ba las variedades pigmentadas. como la BII,.g llnd)', la RlIhv (RlIh)' 

,.ed. Rl'dh/lIsh. //l' l7l7inge,.). la SII/,. RlIh)' y la ]j¡O/llf1,1'I!11 o I'ink MI/ ,.sh: quc están 

adquiriendo mayo. r po.pularidad entre los consumido.res. 

Requerimientos edafoc l imáticos 

Es una especie subtro. pica l. La calidad de la to.ronj a está aso.ciada a una alta integra l 

térmica. En general. la temperatura se considera el fac tor ambienta l más importante en la 

incidencia so.bre el co. lo.r del fi 'uto. tanto externo como interno. La fo. rma del fruto depende 

de la humedad re lativa: las to. ro.nj as culti vadas en zo.nas tropicales o. subtropica les ti enen 

una fo. rma aplanada. mientras que lo.s culti vados en zo.nas más áridas ti enen frutos 

es féri co.s. Requiere im portantes precipitac io.nes (alreded o.r de 1.200 mm ). que cuando no 

so.n cubiertas hay que recurrir al riego. 

Es una especie áv ida de luz para los procesos de Il o.raci ón y fructifi cac ión. que 

tienen lugar preferentemente en la parte ex teri o. r de la co.pa y fa ldas de l árbo. l. I':s muy 

sensible al viento. sufriend o. pérdidas de fi'utos en precosecha por transmi sión de la 

vibración. 
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En cuanto a los suelos son preferibles los arenosos o franco-arenosos. bien 

drenados. profundos. frescos y sin cali za. con pH comprendido entre 6 y 7. No tolera la 

salinidad. tanto de agua como de suelo. 

Actividad biológica 

El efecto biológico del .IT se empezó a estudiar a raíz de la observac ión de algunos 

pacientes que se dieron cuenta que cuando ingerían ciertos medicamentos con JT. el efecto 

del fármaco se incrementaba. o en otros casos di sminuía. así se empezaron a estudiar las 

interacc iones farmacológicas del JT llegando a la hipótesis de que tenía algún efccto sohre 

el citocromo P450. ya que los medicamentos con los que interactuaba se biotransformaban 

en la isoenzima CYP3A4. 

A partir de ese echo la curiosidad de va ri os investi gadores se incrementó. hasta 

llegar al campo de la Genéti ca toxicológica donde se estudi o el efecto del .IT sobre el 

ci toc romo P450 ya que en ésta superfamili a se biotransfonnan una gran candidad de 

mutágenos (21 l. Actualmente se siguen estudi ando los posibles mecani smos de acc ión 

ant igenotóx ica del .IT. por otro lado ex isten algunos y antecedentes que han demostrado 

indi vidualmente efecto antigenotóx ico de varios de sus componentes y del jugo completo. 

pero aún están en etapa experimental. A continuación se dan los principales mecanismos 

estudiados. 

Actividad antigenotóxica 

El JT tiene contiene varios navonoides y furanoc umarinas que han demostrado tener 

la capac idad de inhibir prel'erentemente algu nas familias·de isoenzimas de l ci tocromo 1'450. 

especí ficamente a las CYPJA4 y CYP 1 A2 (2 1). el principal fl avonoide en el .I T es la 

naringina. de la cual se ha visto un efecto inductor so bre la CypJa4 (22). De tal forllla que 

al tener cierto efecto en es tas enzimas la biotransformación de genotóx icos indirectos no se 

lleva acabo pudiendo ser eliminados sin que lleguen a ejercer su daño al AON con toda su 

capacidad. 
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Actividad antioxidante 

Otro mecanismo propuesto del jugo de toronj a contra agentes genotóxicos es el que 

adq ui ere por su capac idad como anti ox idante que. como se ha mencionado. la 

genotoxic idad provocada por agentes ox idantes como los RL al ADN es un mecani smo de 

acc ión muy com ún para muchos de estos agentes. 

El .IT con tiene va ri as sustancias que por separado han demostrado ser antioxidantes. 

tal es el caso dc las vi taminas. /\. . e y E. úc idos hidroxic inúmi cos como el tclúricu . 

si nápico. p-cumárico y ca féico. así como oli goelemcntos como el Fe. Zn. Cu. Se. Mn y los 

propios fl avon ides. como la naringina. (23 .24.25.26.27). Efecto antioxidante que. dic hos 

compuestos. pueden ejercer directa o indirectamente. 

Actividad sobre enzimas independientes del Citocromo P450 

El .JT puede inhibir a la II-~-hidroxiesteroide deshidrogenasa. la cual ox ida al 

corti sol para inacti var a la cort isona. de tal manera que en dosis altas el .JT. puede prod ucir 

un incremento en el efecto minenaloeorticuide. Induce a la quinona reductasa en cé lulas de 

ratón in vilro. la cual tiene ac ti vidad anticancerígena. El aceite esencial de la toronj a induce 

un incremento de la glutation S-transterasa admini strado por vía oral en ratón. enzima 

antioxidante que se relac iona también en procesos antimutagénicos (21). 

Acti vidad antimicrobiana 

La act ividad antimicrobiana de la toronja se encuentra principalmente en la cáscara. 

en ex tractos. Se ha probado esta ac ti vidad principalmente contra bacterias Gram- positivas 

ya que las Gram-negativas presentan más resistencia; también el JT ejerce acti vidad 

antimicótica ya que reduj o hasta un 80% del crecimiento de Aspergil/lIs po/"{/siliclIs. A. 
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tuxllcariulI1. A. jhn·II.\ .1' .4 .lIrr:ae var. e/fi/slIs in vitro. Además inhibió significati vamente el 

crecim iento mi ce li al y la germinación de esporas en l 'e l1ici//lIilll Spp. y , I/te/lllrill spp.O I l· 

Act ividad insect icida 

El acei te esencial de la toronja ha presentado un control efecti vo de los gorgJjos 

(('o//osohrllc:!ws lI1uculatus). así como una disminución en la producc ión de sus huevos. 

Contra la mosca común (MIIsca dumestica) y el mosquito (eulex fJifJiel1.\·) ha presentado 

acti vidad insecticida contra las larvas y los adultos (2 1 l. 

Actividad farm acológica 

En cerdos que ingirieron alimento suplementado con toro nj a se observó una 

reducc ión de la concentración sanguínea de colesterol. as í como una di sminución de 

arteriosc lerosis (28 .29). la exp licac ión para tales efectos se ha atri buido a las pectinas 

presentes en el jugo. las cua les adsorben las grasas y otros nutri entes. Además. en ('t ros 

es tudios se ha demostrado que la naringina también reduce las concentrac iones plasmáti cas 

de los tri glicéridos. el colesterol total y de baja densidad. sin embargo. este efecto no se 

observa en el co lestero l de alta densidad (JO). 
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DA UNORRUBIClNA 

Caracterí sti cas generales 

La Daunorrubicina (DAU). es un antib iótico antineoplásico producido por el hongo 

S'rep/ol/1yces peuce/i lls var. caesills que se aisló en forma independ iente por primera vez 

por Di Marco. Dubost y col. en 1963. La IUPAC acepta los siguientes sinónimos: (8S-c isl-

8-acetil-1 0-[(3-amino-2.-3.6-trideox i-a-L-lixo-hexopiranosil- jox i] -7.8.9. 10-tmtrahdro-

6.8. II-trihidoxi- l -metoxi-5. 12-naftacenediona; daunomícina. leucaemomi cina c. 

cerubidina y rudidomicina. Su fórmula es C27H29NO IO y tiene un peso molecular de 527.53 

g/mol. y un pka de 8.2. Como antibiótico antracíc lico posee una estructura de an ill o de 

tetracicl ina con un azúcar. la daunosamina. unida por un enlace glucosídico (figura 5). Por 

su estructura quinona- hidroquinona. puede ac tuar como agente donador y receptor de 

electrones. teniendo su ac ti vidad antitumoral por reducción de un electrón en su estructura 

quinona. la cual puede ser catali zada por vari as enzimas o reducida químicamente por 

agentes tales como borohidruro de sodio para formar el rad ical semiquinona. el cual. en 

presencia de ox ígeno molecu lar propicia la formac ión de las ERO. (31 : 32.33) 

La DAU es muy úti l en el tratami ento de leucemias linfocí ti ca y gmnul oc ítica 

agudas. se encuentra entre los fármacos más activos para tratar la leucemia linfloblástica 

aguda en ad ultos. en niños se ha visto una ,gran ac ti vidad en tumores só lidos y linfómas: 

ac tualmente la DAU liposómica ha tenido exce lentes resultados co nt ra tumores malignos 

derivados de complicac iones en pacientes con SIDA en especia l en el sarcoma de Kaposi. 

Los efectos indeseables se muestran. esencialmente. en los tejidos mitóticalllente 

act ivos. como los de l tracto digesti vo (estomatiti s y ulcerac ión afiosa. náuseas. cólicos. 

diarreas. etc.). la médula ósea (Illielosupresiónj. la piel y mucosas (m llcositi s. alopecia. 

erupciones. urticarias. etc.). Del mi smo modo. ocas iona li ebre y esca lofríos. convul siones. 

lagrimeo. conjuntiviti s. hi perpiglllentac ión de las uñas e hiperuricemi a por li sis rápida de 

las células atípicas. Como consecuencia deletérea más trascendente de la DAU tenemos la 

ejercida sobre el miocard io que pueden surgir al ini ciar el tratamiento onco lógico. 
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cardi otox icidad aguda. o bien de manera crónica. dependiente de la dosis total acumulati va. 

teniendo como síntomas y signos: taqui cardi a. arritmia. di snea. hipotensión. derrame 

pericárdico e insufi ciencia congesti va. que pueden conducir al pac iente a miocardiopatías 

irreversibles (espec ialmente coronariopatías ) (34) . 

Mecanismos de acción 

Dentro de los efectos bi oquímicos de la DA U se han encontrado diferentes 

mecani smos de acción de los cuales algunos o todos pudieran intervenir en sus 

manifestac iones tanto terapéuti cas como cito y genotó~ i cas: interca lac ión en las hases elel 

ADN. producc ión de RL uni ón covalente a metabolitos reacti vos. interacción con 

membranas y alquilac ión. 

• Intercalación: En diferentes estudios han demostrado que la Dau ti ene la habilidad de 

interca larse dent ro del 1\ 0 . forma un complejo ternario con la topoisomerasa 11 ye l 

ADN. provocando errores en la repli cac ión ó de la transcripción (35 :36), pudiendo 

traer consigo diferentes trastornos como los intercambi os de cromátidas hermanas. 

Estudios con rayos X y resonancia magnética nuclear. de un modelo del complejo 

Dau-hexanucleótido. muestran que los oli gonudeótidos forman seis pares de bases a 

la derec ha de la doble héli ce con dos molécul as de Dall intercaladas en la secuenci a 

d( Cpu). El cromóforo tetracídico está ori entado ortogonalmente a lo largo de la 

dimensión de los pares de bases. y el anill o que ti ene el sustituyente aminoazúcar 

empuja hac ia el interior del surco menor. Los sustituyentes en este anill o unen el 

hidrógeno al par de bases por encima y debajo del siti o de interca lac ión. El 

aminoazúcar cas i cubre el surco menor. pero sin unirse al ADN. El complejo cs 

estabilizado por energía estática y por enlaces de hidrógeno a los grupos hidroxil o y 

carbonilo del C-9 del anill o con el sustituyente. La Dau se une a ambas hebras de la 

hélice de I\DN. se intercala entre pares de bases adyacentes y altem la estructura 

cromosómica. ev itando el enroll ami ento y pl egami ento de las hebras de DNI\. 

pro longa el período u -2 de l ciclo ce lul ar. reduce el índice mitóti co e induce 

aberraciones cromosómicas (37.3 8) . 
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• Producción de RL: Uno de los mecani smos de daño al ADN más importante y 

diverso es la transferencia química de electrones. La reducción de un electrón de la 

antrac iclina. catali zada po r fl avoproteinas como la NA DPI-I-citocromo P-4S0 

red uctasa. N¡\D I-I deshi drogenasa y xantina-ox idasa. prod uce el radi cal de 

semi quinona de la ant racic lina (lig. 3) el cual pucde transferir un electrón al oxigeno 

para regenerar la antrac iclina y producir superóx ido ( 02.). Ambos. el superóx ido y 

los radicales ani ones de semiquinona de la antrac iclina pueden generar el radi ca l 

hidrox ilo (01-1 ) (lig. 4). Este ciclo de reducc ión puede ocurrir en el citoplasma 

(xantina-ox idasa). mitocondria (N¡\ DI-I deshidrogenasa). ret ículo endoplas lllicu 

(NA DPI-I citocromo p-4S0 reductasa) y núcleo. así como también por las bacteri as de 

nuestra fl ora normal mediante el ciclo enterohepático. Cuando se une al ADN 

nuclear. la Dau puede ser metabólicamente activada para producir radi cales libres que 

dañan al ADN. Otra prueba que respalda el papel de los radi ca les libres en la 

cardiotox ieidad inducida por antrac iclinas es el efecto pro tector de los reco lectores de 

rad ica les libres como el alfa-toco fero l y la coenzima Q. que inhi ben la 

cardiotox icidad sin interfe ri r con el efecto antitumoral de la Dau (39). 

o La formac ión del complejo férri cu es un mecani smo de lo rmación de 

rad icales li bres dependi ente de la quelac ión de iones metáli cos. 

particularmente con el hierro. Por ser una hidrox iantraq uinona. la Dau tiene 

una alta afini dad por el hi erro inorgánico, Fe( lIl ) y ti ene capac idad para 

formar el complejo de coordinación Dau-Fe( llI ) en sistemas biológicos (fig 

2). el cual se auto-reduce a Dau- Fe( lI ) y en presencia de oxígeno se ox ida a 

Dau- Fe( lIl ) y lo rma el rad ical superóx ido. que se di smuta a \-1 202 entra a la 

reacción de Ilaber- We iss u Fenton (Ii g. 4) catali zada por el rad ica l l)au

Fe( Il ) y tormar el -01-1 . Otro mecani smo de formación de radica les li bres 

dependi ente del complejo Dau-Fe(lll ) in volucra la interacc ión de l cumplejo 

con sistemas reductores. El complejo Dau-Fe(lIl ) puede ser red ucido 

enzimáticamente por Il avu proteínas como la NA DP I-I- citocromo P-4S0 

reductasa o pUl' el glutati ón (GS I-I ) a Dau- Fe(II ). esto es. sin una 
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semiquinona intermed iari a. y reacc ionar con (\x ígcno para formar un rad icn l 

superóx ido. el cual. después de la J islllutaciún a 11 20 2. prosigue con la 

reacción de Haber- Weiss (fig. 4) catali zada por el complejo Dau- Fe( lI ) y 

forma rad icales hidroxilo. los cuales provoca n ruptura de cadenas de ADN 

(40). En resumen. la interacc ión de la Dau con el hierro estimula 

notablemente la producción de radicales libres. Además. las reacc iones de 

transferencia de electrones intramoleculares. propias de los intermedi arios 

semiquinónicos generan otros radicales. y por ell o surgen agentes de 

alquilación. 

o 
/ 

H,C 
o OH 

o 

bO/cH 
~ ~~H· , 

Figura 2. Complejo re(l Il )-daunolTubi cina (40) . 

• Alquil ac ión: En ausencia de ox ígeno la semiquinona cs convertida a su Illctabolito 

C7-desoxiagli cona. el cual no es farmacológicamente ac ti vo. Sin embargo. su 

tautómero. la C7-metilquinona es un agente alquilante de ADN (fig 3) (39). 

• Interacción con membranas : Esta antracicl ina también puede reaccionar con las 

membranas celulares. espec ialmente con los lípidos. alterando sus funciones: lo cual 

esta muy ligado a su ac ti vidad antitumoral ya su cardiotox icidad. ya que se producen 

RL derivados de la lipoperox idac ión. 
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Reacc ión de Haber- Wei ss 

Figura 4. Formación del radical hidrox il o 

Farmacocinética 
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2 2 Fe -

2+ 
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OH + OW+ 

Reacc ión de rentan 

3+ 
Fe 

La DAU se adm ini stra ge neralmente por vía intra ve nosa y desaparece rápidamente 

del plasma humano. Las principales reacc iones in vo lucradas en el meta bo li smo de la Oau 

en humanos se presentan cn la ti gura 5. U principal paso metabó lico es su reducción a 

daunorrubicinol. un age nte citotóx ico ac ti vo. esta reducción es cata li zada por aldo-ceto 

reductasas ci toplasmáticas dependientes de NADPH encontradas en todos los tej idos 

anali zadós. La DAU y su forma reducida son substratos de glucosidasas microsomales 

presentes en la mayoría de los tejidos. Estas enzimas hidroli zan a la DA U en agl iconas 

inact ivas y el aminoazúcar libre . Las ag li conas son demetiladas. conjugadas con sulfatos y 

ésteres glucorónido. y excretados principalmente en la bi li s y la orina. Después de la 

inyecc ión intravenosa. los ni veles pl asmát icos de DAU di sminuyen rápidamente conforme 

el fármaco es di stribuido en los tejidos. La curva de desaparición de la DAU es trifás ica. 

con un t )1, ini cia l de llllOS 12 l11illutos. un t )1, interl11edio dc unas J.] horas y un va lor 

terminal aprox imado de 30 horas . Hay ráp ida ac ulllulac ión fárl11aco en el corazón. los 

riñones. los pulmones. el hígado y el bazo. pero no parece cruzar la barrera 

hematoencefá lica (35). 
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Figura 5. Principales rutas metabólicas de la daunorrubic ina en humanos. 
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INTERCAMBIOS DE CROMÁ TIDAS HERMANAS 

Para detectar las mlllm: iol1l:s )' por ende el efecto de los agentes genotóxicos y 

antigenotóx icos se han emp leadu diferentes sistemas de prueba. las cua les sen casi tan 

numerosas como los daños que se desean detec tar en e l material genético. por ejemplo. 

dentro de las pruebas citogenéticas se encuentran las aberrac iones cromosómicas. donde se 

detectan los cambios morfo lógicos de los cromosumas. por otro lado los métodos de 

ingeniería genética permiten di stinguir hasta e l error en una so la base de la secuenc ia en e l 

ADN. 

Definición 

La prueba de intercambi os de cromátidas hermanas (I C H). es una técnica muy útil 

para detectar compuestos genotóxicos. ya que se puede evaluar e l daño al ADN med iante el 

incremento en la frecuen cia de IC H. que se pueden definir como e l intercambi o de 

segmentos homól ogos o casi homó logos. simétri cos y eq ui va lentes entre las cromátidas de 

un mi smo cromosoma (4 1). 

Antecedentes 

La primera en percatarse de la existencia de los le ll fu e McC lintock cn 19-'R. 

cuando observó que los cromosomas en anillo podían. eventualmente. originar anill os 

dicéntricos. Fue en 1958 cuando Ty lor y col. demostraron y publicaron la ex istencia de IC H 

usando timidina tritiada durante e l primero de dos cic los de di visión suces ivos. en las 

células de la raíz dc ( 'n' ¡¡is ca/JUlori.\" (42). ana lizando c itológicamente las 

microautorradografías observaron intercambios de segmentos entre una cromátide marcada 

yotra no marcada. Años más tarde los intentos para detectar la síntesis de A DN. y j unto 

con ella a los IC H. se basaron en la incorporación en el ADN de un átomo pesado y 

polarizable como el bromo en forma de un análogo de base. la 5-Brd U. que pudiera ser 

detectado por la perturbación a estados excitados de dicho sustitúyente y que. por tanto. 

mostrara las propiedades lumini scentes de él o los co lorantes apropiados. unidos al !\DN. 
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Los primeros experimentos de este tipo se reali zaron a med iados de 1972 por 

investi gadores como Lall y Sugivama (43). centrándose en el uso de la quinacrina y sus 

derivados. principalmente debido a la capac idad de estos compuestos de producir patrones 

de bandeo de cromosomas en metafase. Sin embargo. debido a que no había un marcado 

efecto entre la sustitución de la 5-BrdU y la fluorescencia de la quinacrina sóio se pudo 

continuar con este procedimiento hasta que Grapp y Hilwigo encontraron nuevos colorantes 

como los bisbencimidazoles. Más tarde se comprendió que dichos bi sbencimadazoles al 

unirse al ADN podían ser reducidos por la sustitución de 5-BrdU y que dicho efecto podría 

servir para la detección ci tológica de la incorporac ión y por tanto de la síntes is de A~N. 

Poco después se observó que la emisión de fluorescencia del Hoechst 33258 al unirse a la 

5-BrdU incorporada al ADN era inestable a la iluminación repetida y que las célul as 

sustituidas con 5-BrdU y expuestas al colorante eran claramente sensibles a la luz. 

Debido a que el método original de Lall requería entonces un mic roscopio de 

fluorescencia y que además esta fluorescencia se extingue rápidamente. Perry y Wolf en 

1974 propusieron un muevo método utili zando además de la 5-BrdU. el co lorante de 

Giemsa y la exposición de las preparaciones a un buffer caliente de citratos satu rada. cun 

esto obtienen preparaciones que duran mucho ti empo y que no requ ieren microscopio de 

flu orescencia. en donde se pueden observar en célul as en mitosi s de un segundo ciclo 

celular a partir de la incorporación de 5-Brd LJ los intercambios entre cromátidas hermanas 

teniendo una cromátida mejor teñida que la otra (42 l. 

Formación de los intercambios de crolllátidas hermanas 

Hasta la fecha. no está claro el sign ificado biológico ni el mecani smo de formación 

de los ICH. aunque en la mayor parte de las células se cncucntran en forma basal. cn los 

humanos el interva lo varía de entre 2 a 20 ICH/metafase con una med ia de 5 a 8 ( 1). 

Especialmente los agentes prod uctores de rupturas. aductos. uniones cruzadas y los 

implicados directa o indirectamente en con el proceso de replicación son los que aumentan 

la frecuencia de ICH. Se ha observado que los agentes que funcionan dUr<lnte la fase S del 

ciclo celul ar son buenos productores de ICH. fenómeno quc sc correl ac iona con 1,1 
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producción de mutaciones puntuales y de citotox icidad. Por otra parte. aquellos agentes que 

provocan una inhibición del inicio del replicón en la mi sma fase del ciclo producen una 

baja frecuencia de le H (44) . 

La ex istencia de le ll en una célul a comi enza durante la fase de síntesis de ADN. 

cuando se termina esta etapa se observan cromosomas bi valentes y se mantienen en 2n 

hasta la di visión de la célul a en la cariocinesis. Durante la replicac ión el ADN está más 

expuesto. por consiguiente es cuando se le puede causar mayor daño. Ex isten mecani smos 

especiali zados encargados de proteger o bien reparar algún error en la síntesis del t\ DN. ya 

sean espontáneos o inducidos por agentes genotóxicos. algunos de ell os son los 

involucrados en las rupturas de doble cadena, como la reunión de terminaciones no 

homólogas. el alineamiento de cadenas sencillas o la recombinación homóloga que actúa en 

la fase S tardía y G2. La mayoría de las aberraciones cromosómicas provienen de la 

formación de rupturas de doble cadena por la reparación inapropiada (45). 

En una revisión que reali zaron Tice y Hollander en 1989 (46). se encontraron vari as 

hipótesis de la formac ión de los ICH. en donde. el más aceptado has ta la fecha es cl 

propuesto por Robert B. Pa inter en 1980 al que ll amó el modelo de Replicac ión de le H 

basado en la idea que los ro mpimientos de doble cadena son generados en la conjunción 

entre un repli cón completamente duplicado y otro parci almente duplicado. Painter sugirió 

que el daiio que invo lucra la detención en la progresión de los orígenes de rep l icac ión 

provoca una sincronía en la replicación de dichas un idades lo que incrementa la posibili dad 

de dobles rupturas después de que una unidad haya terminado su repli cación (47). t\ partir 

de esta teoría se ha podido in fe rir la participación de diferentes enzimas o proteínas 

involucradas en la replicación ( Helicasa. Topoisomerasa 11. t\DN-polimerasa. etc) que 

pudieran dar ungen a lus 1<..' 11 ya sea pUl' la acción errónea dc una de ellas. o de varias 

secuencialmente. 

Otra hipótesis. trata de explicar la formación de le H desde un punto fi siológico. 

donde se encuentran implicados los genes RAD. los cuales dan origen a proteínas con'o la 

Rad 5 1. Rad 52. Rad 54. invo lucradas en la reparación de dalios de rupturas de doblc 
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cadena por med io de la recombinac ión homóloga. Se ha probado en ratones Knock-out que 

cuando se carece de l gen R!\ [) 54. los embriones son m<Ís sensibles a la rad iac ión ioni 7.ante 

ya los agentes alquilantes ya que la proteína que cod ifica es necesari a para el proceso de 

reparación. Con esto nos sugieren que el entrecruzami ento de las cromátidas hermanas 

proveniente de la recombinac ión homóloga. no produce rearreglos deletéreos en el 

cromosoma. es un evento com ún que se prefiere al entrec ruzamiento con el cromosoma 

homólogo. ya que esto puede acarrear pérdidas de heteroc igoc idad por conversión génica. 

Los entrecruzamientos entre las cromátidas hermanas resultan en un ICH a ni ve l 

cromosómico (48). 

FUNDAMENTO 

Es posible ev idenciar citológicamente la presenci a de los ICH mediante una tinción 

diferencial de las cromálidas hermanas. siempre y cuando la célula se encuentre en 

metafase; esto se logra. med iante la incorporac ión de la 5-BrdU. la cual es análogo de la 

timina con basa a la propiedad del ADN de replicarse semiconservati vamente. as í en un 

primer ciclo de divi sión ce lul ar. detenido en meta rase. los cromosomas bivalentes tienen 

una cadena de ADN sustituido con 5-Brd U y otra normal. después de dos ciclos de división 

se obtienen cromosomas quc pn:s<.:ntan <.: n una d<.: sus cromútidas las dos cadcnas dc !\I) I 

substi tuidas con 5-Brd LJ. mi entras quc <.: n la otra crolllátida se manti ene una cadena de 

ADN con timina. es decir. sin 5-BrdU: por último en una tercera división se tienen varios 

cromosomas con sus dos cromát idas sustituidas completamente con 5-BrdLJ y algunos etros 

iguales a los de segunda división. 

Al tener a las meta fa ses con estas condiciones se ad iciona el flu orocromo Iloescht 

33258. que se compleja con la 5-BrdLJ creando un compuesto fotosensible. exponi éndose 

después a luz ultravioleta produciendo una fotoli sis. para así teñirlos con el colorante de 

Giemsa. lo que da como resultado un patrón de tinciún esp<.:cílico pudiendo diferenciar a las 

cromátidas que conti enen una cadena normal de !\ I) N (más tellida) de las cro llláti das que 

tienen sus dos cadenas de ADN sustituidas con 5-BrdLJ (menos teñida). de tal manera que 
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es posible diferenciar a las metafases de primer a, segunda y tercera división (figura 

6), así como los ICH en metafases de segunda división (figura 7). 

Primer,a di isj,6n 

Figura 6. Cromosomas teñidos diferencialmente. 



Metafase de segunda división 

t Intercambio de cromátidas hermanas 

Figura 7. Intercambios de cromátidas hermanas. 



JUSTIFICACiÓN 

Los :;eres vivos estamos expuestos constantemente a la acc ión de diversos agen tes 

genotóxicos. los cuales pueden ll egar a ol:asionar múltiples a lel:c iones como el desarro ll o 

de enfermedades crónico degenerativas. entre ell as el cánl:er. razones por las cuales es 

necesario identificarlos y caracte ri za rlos. para así establ ecer estrategias eficientes con e l fin 

de evitar y/o reducir e l daño genético. El uso de sustancias de uso común que protejan al 

ADN. puede ser una opc ión efi caz y se ncilla de implementar. aunque como cualquier 

antigenotóx ico. aunque existen Iimitantes para su uso . como son su especi fi cidad o su dos is. 

de tal manera es importante estudiarlos para conocer contra que tipo de mutágenos ejercen 

su e fecto. poder establecer en un futuro la dosis terapéutica. y as í evaluar globalmente los 

riesgos y beneticios en su uso. 

Considerando que e l j ugo de la toronja conti ene sustanl:ias que ind ividualmente han 

demostrado poseer act ividad an tilllutagéni ca. y que no se han rea li zado es tud ios quc 

evalúen la capacidad anti genotóxil:a del .I T como una mezd a w mpl eja. que es como se 

consume. propus imos es te est udi o. 

Además. e l .I T es un claro ca ndidato para capturar radica les libres. en vista de que 

posee gran cant idad de vitaminas. en especial la vitamina C. polifenoles y e lementos traza. 

cuya capac idad antioxidante se ha confirmado indi vidualmente. Considerando estos datos 

es que se se leccionó a la daunorrubicina para determinar si su genotox icidad puede 

inhibirse con la toronj a hecho que indicaría la participac ión de su meca ni smo de ación 

como antimutágeno. 
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OBJETIVOS 

GENERAL 

• Evaluar la an ti genotoxicidad y anticitotox icidad del jugo de toronja frente al daño 

ocasionado por la daunorrubicina. 

PARTICULARES 

• Determinar la genotox icidad generada por la daunorrubicina med iante la frec uenci a 

de intercambios de cromátidas hermanas. 

• Determinar la citotoxicidad producida por la daunorrubi cina mediante la evaluación 

del índice mitóti co y el tiempo promedio de generación. 

• Estab lecer la anti genotox icidad del jugo de toronj a sobre el daño ocasionado por la 

daunorrubicina. 

• Evaluar el efecto anti ci totóxiCll del jugo de toronja al cnJi·cntarlo a la daunorruhi cina. 
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METODOLOGÍA 

ELABORACIÓN DE REACTIVOS Y SOLUCIONES 

Jugo de toronja : se ocupó para el experimento una so la toronj a (O/rus padisi var 

Ruhy Red). proveniente de !\ Iberici as Verac ruz. La extracción del jugo se hi zo cort~ndo 

con un cuchill o de plásti co ulla parle de la cáscara lo sufi cientemente grande para extra.:r 

só lo un gajo de la toronj a. al extrae rl o se ex primió con ayuda de una gasa obteni endo as í su 

jugo. el cual se utili zó únicamente para la administración de un lote experimental. 

posteriormente se extrajeron los gajos necesari os para los demás lotes teniendo la 

precaución de tomar los gajos no expuestos a la luz ni al aire. 

Comprimidos de S-bromo-2' -desoxiuridina (5-BrdU): se utilizó el reactivo 

comercial de la empresa SIGMA; se pesaron 45 g del compuesto para cada comprimido. los 

cua les se reali zaron con una prensa manual ejerciendo una presión de 28 lb por 3 segundos 

para posteriormente rec ubrirl os de parafina en un 60% aprox imadamente de su superfici e. 

Los comprimidos fueron hec hos un día antes de empezar el experimento manteni éndolos 

protegidos de la luz. 

Daunorrubicina: se utili zó el medicamento comercial Rubilem® del laboratori o 

Lemery. presentación liofi li zada solución inyectable que cont iene 20 mg de clorhidrato de 

daunorrubicina. a partir de la cual se reali zaron los pasos correspondientes para ad mini strar 

a los ratones la dosis de I mg/kg de peso. 

Co lchicina: se utili zó el reacti vo comercia l de Sigma C-9754. de la cua l se preparó 

una so lución de 900 pg/mL. para ad mini strar una dosis de 7.5pg/g de peso a los ratolles por 

vía intraperitonial en agua destilada . 

KCI: se preparó una solución de 0.07SM al di solver 1.3979 g de la sal de KCI de 

Sigma en 250 mL de agua destil ada. 
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Solución de I-Ibechst: se lIlilizó el flu orocromo de Sigma 32258. del cua l se preparó 

una so lución de concentración 1 O·4M. de esta solución se tomó un mL y sc le adicionaron 9 

mL de agua destilada y 10 mL de huffer de diferenciación: con esta última so lución se 

rea lizó la tinción diferencial. 

Buffer de diferenciación: se disolvieron 1.18 g de cit rato tri sódico dihidratado en 50 

mL de agua destilada. y se tituló hasta un pH de 7 con una so lución de fosfato de sod io 

monobásico preparada con 1.22 1 g de en 10 mL de agua. 

Giemsa: se tomaron 5 mL de l colorante 9204 de Merck. junto con 5 mL de buffer de 

fosfato s a pll= 6.8 Y 40 mI. de agua destilada. 

MÉTODO 

Para reali zar la técnica de intercambios de cromátidas hermanas (leH). se utili zaron 

ratones machos de la cepa NIH de 23 a 25 g de peso. los cuales fu eron donados por el 

Instituto Nacional de Hi giene. SSA. Los animales estuvieron en observación en las 

instalaciones del Laboratorio de Genética durante un periodo de 7 días antes de iniciar el 

experimento: en este tiempo y durante el experimento los ratones sc mantu vieron en cajas 

metálicas con cama de aserrín . conlinados en un cuarto con temperatura control ada entre 2 1 

y 24 \le. y tuvieron libre acceso al alimento yagua. Los animales se dividieron de form a 

aleatori a en 6 lotes con 5 ratones cada uno como se muestra en la Tab la 1. 
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Tabla 1. Admini strac ión de los lotes experimentales. 

LOTE COMPUESTO I DOSIS (¡.¡.Ug) COM PUESTO 2 DOSIS (mg/kg) 

1 ¡\gua - - -

2 - - DAU 1 

3 ./ugo de toronj a 4 1.6 - -

4 Jugo de toronja 4.1 DAU 1 

5 ./ugo de toronj a 20. 8 DAU I 

6 Jugo de toronj a 41.6 DAU 1 

Al inicio de l experimento. a los ratones del primer grupo se les admini stró por vía 

oral agua destil ada para así fUllgir como testi go negati vo. un grupo más se trató con DAU. 

vía intraperitoni al (1 mg/kg). es dec ir el testi go pos it ivo. A otro gru po só lo se le admini stro 

JT (4 1.6 ¡.¡Llg). mientras que a los tres grupos restantes se les admini stro el jugo de toronja 

vía oral en las dosis de 4. 1. 20. 8 Y 41.6 ~l Llg más DAU (1 mg/kg) una hora después vía 

intraperitoni al respectivamente. Trei nta minutos después de la admini strac ión de la DAU. 

se anestes ió a cada ra tón con éter por inhalac ión. y se proced ió a realizar una pequeiia 

incisión en la región lateral de l ratón. entre el 4" y 5" espac io intercostal. para impl r.ntar 

subcutáneamente la tableta de 5-Brd U: por últ imo. se co locó una grapa en el lugar de la 

incisión para evitar la salida de la tableta. A las 22 horas de implantada la tableta de 5-

BrdU. se les admini stró co lchicina por vía intraperitoneal a una dos is de 7.5 pg/g. 

Concluidas las 24 h del implante. los ratones fuerun sacri li cadus por dislocación cervica l e 

inmed iatamente se les di sectaron ambos fémures con la finalidad de obtener su médula 

ósea. la cual fue extraída mediante una solución hipotónica de KCI 0.075 M a 37"C. donde 

permanecieron en incubac ión por una hora. 
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Obtención de meta fases 

Al térm ino de la incubac ión. lus tubos se centri fu garon él 1500 rpm durante 10 

minutus y se retiró el sobrenadante. Se resuspendió el paq uete ce lular rea li zando la fij ac ión 

con 8 mL de una solución de metanol-ác ido acético (3: I j. Se rep itió la fij ación 2 veces más. 

Las preparaciones cromosómi cas se reali zaron sobre portaobjetos perfectamente 

limpios y desengrasados con etanol, dejándoles caer dos o tres gotas de la suspensión 

celul ar a una altura aprox imada de 60 cm. secándo las inmedi atamente por fl ameo (de I a 2 

seg) y después al aire. Posteriormente se procedi ó a reali zar la tinción dife rencial de los 

ICH. 

Tinción di fe rencial 

Se colocaron en cada laminill a 5 ó 6 gotas de la so luc ión de 1-lOec hst las cuales se 

expandieron con un cubre objetos y se mantuvieron en uscuridad por 25 minutos. 

Posteriormente se ad icionó buffe r de diferenciac ión alrededor de l portaobjetus suli cicntc 

para humedecer toda el área del mi smo. El paso sigui ente fue exponer las laminill as a luz 

negra por 90 minutos, a una distancia no mayor de I cm de la lámpara. Terminado este 

ti empo se retiraron los cubreobjetos de las preparac iones por inmersión en un vaso de 

precipi tados con agua destil ad¡¡ y los port¡¡objetos se secaron al ai re. 

Las laminill as se sumergieron en so lución salina de citra tos a 60°C por 15 mi nutos. 

se enjuagaron por inmers ión en agua caliente y luego en t¡-¡ a. secándo las al aire. Por últ imo 

se tiñeron con el colorante Giemsa preparado durante 12 minutos. 

38 



Análisis microscópico 

Para cada uno de los ratones en estudi o se ll evó a cabo el sigui ente análi sis 

microscópico: 

-Determinación de la frecuencia de le H en 30 meta fases de segunda división. 

-Evaluac ión de la cinética de proliferación ce lubr (epe) en 100 meta fases 

contabili zando el número de mitosis en primera. segunda y tercera di visión: para 

posteriormente calcular el tiempo promedio de generación (TPG). 

-Eva luac ión del índice l11itótico (1M ). contabili zando las cé lulas en di visión dentro 

de 1000 células. 

Por último se reali zó el análisi s estadístico con la prueba de análi sis de varianza 

(ANOVA a = 0.05) y la prueba de comparaciones múltiples Tukey-Kramer. 
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RESULTADOS 

ENSA YO ANTIGENOTÓXI CO 

El parámetro que se cuantificó en este ensayo fueron los ICH. los cuales se ha 

demostrado ampli amente que se pueden inducir por agenles tóx icos para el ADN. en 

espec ial aquellos que forman aduclos. rupturas y/o que inlerfi eran con la replicac ión. por lo 

que es un parámetro muy úli I para delectar compuestos mutagéni cos (4 1). Los frecuencia 

de ICH se cuanlificó en 30 cé lul as de la médul a ósea en las mela fases que se encontraro n 

en el segundo ciclo ce lul ar por ratón. valOI;es que se reportan en la fi gura 8. 

Con lo que respecta al lote admini strado sólo con agua destil ada. se puede obscvar 

que presentó una frec uencia de ICH promedio de 2.808 por melafase. va lor que se 

encuenlra dentro del valor normal de ICH. por lo que es un buen modelo para ser lomado 

como testigo negati vo (TN) para el ex perimento. 

Referente al lote admini strado con l T en la dosis más alta ulili zada la cual fu e de 

41.6 pLlg. se obtuvo una frecuencia promedio de ICH de 2.89. el cual es muy similar al del 

TN y no se encontraron diferencias estadísti camente signifi ca ti vas. lo que sugiere que el JT 

en la dos is citada no fue capaz de incrementar la fi'ecuencia de ICH. es dec ir. no ejerci ó un 

efecto genotóx ico. 

Por otro lado. en el caso del lote tratado con una dosis de Img/kg de peso de DAU. 

se observó una diferenci a estadísti camente signi ficati va con respecto al valor basa l. ya que 

incrementó la frecuencia de ICH en un 242 % con respecto al TN. obteniendo un va lor 

promed io de 6.9 ICI-I por célula. comprobándose con esto la genolox icidad de éste 

antineoplás ico ya reportada. Con lo anteri or se pudo utilizar para el ensayo éste lote como 

tes tigo pos iti vo (TP) al haber ejercido la DAU a la dosis admini strada su e lecto genotóx ico 

signifi cativamente. 
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Con respecto a los resultados obtenidos para los lotes problema ad mini strados con 

DAU y diferentes dosis de .1'1' se comportaron de una manera muy similar: no se 

encontraron diferencias estad ísticamente significati vas entre ellos. por el contrario las 

diferenci as se presentaron al comparar los con e 1 TP Y TN. como se describe a 

continuación. 

El lote administrado con DAU y la dosis más baja de JT ( 4.1 ~lLlg) . presentó un 

valor promedio de lCH de 3.606. lo que representó una disminución de la f¡'ecuencia de 

lCH del 77.87 % con respecto al aumento provocado por el TP sobre el va lor basal. es 

deci r. en este lote problema el .JT redujo la genotox icidad producida por la D!\ [ 1 en la 

magnitud mencionada. Para el lote admini strado con DAU y .lr en la dosis de 20.8 pLlg. se 

observó una protección del .Ir en un 80.64 % con respecto al daiio ejercido por el TP. al 

haber presentado un valor promedio en la frecuencia de le H de 3.482 por cé lul a. Por 

último el va lor promed io de la frecuencia de ICH para el lote adm ini strado con la dosis más 

alta de JT utili zado (4 1.6 pLlg). fue de 3.394 ICH por célul a. lo que representa una 

di sminución de la genotox icidad del 82.73 % con respecto al daño observado en el Tr. 

Por lo anterior. estos resu ltados sugieren que el .IT en un intervalo amplio de dosis 

ejerce protecc ión sobre el ADN. 

41 



Figura 8 
Efecto del JT sobre la frecuencia de leH en células de la médula ósea 
de ratón. 

(TN) testigo negativo, (TP) testigo positivo , (JT3) jugo de toronja (41 .6 JAL/g), (DAU) 
daunorrubicina (lmg/kg), (JTl+DAU) jugo de toronja (4.1 ¡..¡Llg) más daunorrubicina 
(1 mg/kg), (JT2+DAU) jugo de toronja (20.8 ¡..¡Llg) más daunorrubicina (1 mg/kg), 
(JT3+DAU) jugo de toronja (4 \.6 JALlg) más daunorrubicina (1 rngIkg). 

o Diferencia estadísticamente significativa respecto al testigo positivo. 
fl Diferencia estadísticamente significativa respecto al testigo negativo. 

Pruebas de A OVA Y Tukey-Kramer (a = 0.05). 



ENSA YO ANTICITOTÓXICO 

En el ensayo anti citotóx ico los parámetros que se midieron fueron el índice mitótico 

(1M) y la cinética de proliferación celular (CPC). Para cuantificar el 1M fue necesario 

contar el número de células en metafase conten idas en mil cé lul as de la médula ósea. cun 

esto se puede observar la cantidad de célul as que están en di visión. de tal manera que una 

di sminución o un aumento en la cantidad meta fa ses célu las. sugiere un efecto citotóxico 

ejercido sobre las divi siones ce lul ares. 

Los resultados ohtenidos en el 1M presentados en la fi gura 9. no se encontraron 

diferencias estadísticas significativas ent re ninguno de los lotes. es decir. la DA U. el jugo 

de toronj a y sus combinaciones presentaron un valor promedio de 26.08 metafases en mil 

células. de manera similar a la observada en el TN que fue de 23.8. Esto indica que el JT en 

sus tres dosis administradas no fue citotóxico y la DAU en la dosis utili zada no inhibió la 

di visión celular en la médul a ósea. por lo tanto. no fue posible eva luar el efect o 

anti genotóxico del JT con este parámetro. 

Para determinar la epe se cuantificaron cien meta fases. clasificándolas como 

metafases de primera. segunda y tercera di visión ce lul ar: con la media de éstos datos. 

reportados en la Tab la 11. se calculó el TPG mediante la fórmula presentada en el pie de 

figura (figura 10). el cual representa el tiempo promedio en que las célu las llevan a caho un 

cic lo celul ar. de tal manera que si las células retrasan o aceleran el TPG. por acción del 

mutágeno. esto indicaría citotox icidad. 

Los resultados del TPG mostrados en la ti gura 10 indican que el lote admini strado 

con DAU (12 .0 h). presentó un retraso estadísticamente significati vo con respecto al T 

(9.7 h). de aproximadamente 2 h Y 20 minutos. Esto sugiere que la DAl l ej erciú 

citotox icidad. debido a éste aumento en el TPG. 
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Por otra parte. en los grupos ad mini strados co n .IT (4 .1. ~O.R y 4 1.(, pl./g) mús [)!\{ I 

y el grupo administrado sú lo con .lT (4 1.() ftl J gl . 0:1 va lor de I"I'( j ohtenido fue de <J.X. 9S 

9.7 Y 9.5 horas respecti vamente. no presentando d i k rencias s igni licati vas estadíst icamente 

con respecto a l TN. lo cua l sugie re por un lado que e l .11' la dosis más al ta utili zada no 

ejerce efec to c itotóx ico . y por otro lado que e l .lT ejerc ió e lecto protecto r contra e l daiio 

producido por la DA U en las tres dosis utili zadas. 

Tabla 11. C inética de proliferaci ón celula r en células de la médu la ósea en ratón. 

LOTE Metafases de 1" Metafases de 2" Metafases de 3" 

división (%) división (%) división (%) 

TN 15.8 41.6 42.6 

TP 41.2 34.4 24.4 

.IT (41.6 m Llg) 14 40 46 

JTI (4.1 mLlg) +DAU 17 40.6 42.4 

.lT2(20.8 mLlg)+DAU 16 39.8 44.2 

JT3( 41.6 mLlg)+DAU 16.4 40.6 43 
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Figura 9 
Efecto del JT sobre el índice mitótico. 

(TN) testigo negativo, (TP) testigo positivo, (JT3) jugo de toronja (41.6 fAL/g), (DAU) 
daunorrubicina (Img/kg), (JT1+DAU) jugo de toronja (4. 1 I-tUg) más daunorrubicina ( 1 
mg/kg). (JT2+DAU) jugo de toronja (20.8 I-tUg) más daunorrubicina (1 mg/kg), 
(JT3+DAU) jugo de toronja (41 .6 I-tUg) más daunorrubicina (1 mg/kg). 

No se presentaron diferencias estadísticamente significativas ent re los grupos 
experimentales. Pruebas de ANOVA y Tukey-Kramer (a = 0.05). 



Figura 10 
Efecto del JT sobre el tiempo promedio de generación en células de la 
médula ósea de ratón. 

(TN) testigo negativo, (TP) testigo positivo, (JT3) jugo de tororUa (41 .6 J.!Llg), (DAU) 
daunorrubicina ( Imglkg), (JT1+DAU) jugo de toronja (4.1 J.!Llg) más daunorrubicina 
(1 mg/kg), (JT2+DAU) jugo de toronja (20. 8 J.!Llg) más daunorrubicina (\ mg/kg), 
(JT3+DAU) jugo de toronja (41.6 J.!Llg) más daunorrubicma (\ mglkg). 

ODiferencia estadísticamente significativa respecto al testigo positivo. 
Pruebas de ANOVA y Tukey-Kramer (ex= 0.05). 

TPG = No. horas de BrdU 
(lXMl) + (2XM2) + (3XM3) 

En donde: (BrdU) 5-bromo-2 ' -desoxiuridina; (MI) Metafases de primera división (M2) 
Metafases de segunda división ; (M3) Metafases de tercera división. 
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DISCUSIÓN 

Hasta el momento. ex isten suficientes ev idencias para relacionar que el daño 

producido por diferentes xenobióticos sobre el ADN. son parte importante en el desarroll o 

de múltiples enfermedades, que pueden presentarse en cualquier etapa de la vida desde los 

daños a ni vel gestacional hasta las relacionadas con el envejec imiento. como son el cáncer 

y los padecimientos cardi ovascul ares. enfermedades croni cu degenerati vas que son las 

principales causas de muerte en los seres humanos (41).50). 

Dentro de los principales agresores de las biomoléculas. incluido el ADN. se 

enc uentran los RL. los cuales al producirse dentro del organi smo. ya sea por razones 

fi siológicas o patológicas. atacan indiscriminadamente a las biomoléc ul as causándoles 

daiio. que si no es contro lado a ni vel molecular. ce lular o sistémico. el organi smo entra en 

estrés ox idati vo y eventualmente puede traducirse en los padecimientos antes mencionados. 

Las ERO se encuentran dent ro de los principales RL. son produc idos 

endógenamente de manera normal. pero también pueden sn inducidos por di It: rentes 

xenobi óticos. es dec ir agentes que pueden incrementar la lurmacio n de las ERO. de ma ,lera 

independiente o en conjunto con el efecto ox idante que puedan presentar por si mi smos 

(5 1 ) 

Una estrategia útil para evitar el darlo ca udado por ox idantes. o en general el darlo 

producido por cualquier xenobióti co. es el uso de sustanci as quimioprotectoras. las cual es 

provienen principalmente de los alimentos . Por ejempl o. ex isten ev idencias 

epidemiológicas que indican que un alto consumo de frutas y vegeta les. ri cos en 

anti oxidantes. se relaciona de forma directa con una reducci ún en la incidencia de l c<Íncn 

(2 . 52). Refiri éndonos a la estabilidad genómica. la ingesla adec uada de nutri entes en la 

dieta es un fac tor determinante. ya que se ha demostrado que la deticiencia nutri ci'ln¡¡ 1 

puede incrementar la incidencia de lesiones en el material genéti co. esto debido a que los 
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sustratos y los co factores son importantes en procesos bioquímicos útil es para la protcción 

y conservac ión del ADN (53). 

Por lo anterior se estún y se han rea li zado un importante número de in vesti gac iones 

tanto para evaluar la capac idad protectora de varios alimentos como de algunos de sus 

componentes principales. tal es el caso del té verde y el negro. el cale . el chocolote. la 

manzanilla. la clorofilin a. el ác ido nordihi droguayarético. etc . (54. 55 . 56. 57). 

Con relación al JT se ha visto que contiene sustancias que han comprobado tener 

capac idad antiox idante. ac tuando como agentes interceptores de RL y agentes elec trófi los. 

ta l es el caso de los navonoides. terpenos. ácidos hidrox icinámi cos. vitaminas y 

minerales(23. 24 . 25 . 26. 27. 51. 58): por ejemplo: la vitamina E tanto in vivII C0 l110 in vilm 

intercepta a los rad icales semiquinona e hidrox ilos (59). la vitamina C in vivo ac túa como 

un interceptor de radica les fo rmando el rad ical hidroascorbato que es muy poco reacti vo 

(60). por otro lado también se ha comprobado el efecto antigenotóx ico de varios de sus 

componentes. por ejemplo: la vitamina e en dosis de 700 mg/kg reduj o en un 50.04% la 

inducc ión de ICH in \'ivo pll r la acc ión de la mitomi cina C (2 mg/kg ) (6 1). la naringina en 

dosis de 50. 250 Y 500 mg/kg red ujo en promedio un 46.6 % el efecto genotóx ico de la 

ifos l¡\111ida y en un :\9 .) 'X, el electo del l11etil-llletanosu ll 'onato. eva luado con la prucha liL

micronúcleos (2 1). con esta mi sma técnica la naringina redujo hasta en un 56 olÍ) el dai'io 

genotóx ico de la DAU en dosis de 2.5 Illg/kg (62). med iante el ensayo cometa: este 

Il avonoide reduj o el daño producido por la DAU en un 45 %( 63). con la técnica de ICII in 

vivo y con JT. se observó una reducción del daño genotóx ico hasta en un 72% contra la 

ifosfalll ida (64). y hasta en un 56 % contra elmetil -ll1etanosullúnato (65). 

ENSA YOS ANTIGENOTÓXICOS y ANTlCITOTÓXICOS 

Efecto genotóx ico y citotóx ico de la daunorrubi cina 

La DAlJ fue el agente Illutágeno elegido para este cnsayo. debido a que la mayor 

parte de sus mecani smos de acción son buenos inductores de ICI-I . y que en general ha 
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ac tuado como un buen agente inductor de cito y genotox icidad en ensayos de este tipo (57. 

62) . En la clínica la DAU es utili zada para el tratamiento de leucemi as (66). es decir. ti ene 

un potente efecto citotóx ico sobre la médul a ósea. Por otro lado la DAU es un productor de 

RL. como lo son en general todas las antracic linas. fami li a a la que pertenece este 

anti neoplás ico (36) . Se puede inferir que la producción de RL es el principal mecani smo de 

acción de la DAU. ya que puede ser producirlos med iante varias vías: 

• Por la reducción de la antraciclina al ani ón semiquinona la cual en presenci a de 

H20 2 produce el rad ical -OH. también en presencia de ox igeno molccu lar la 

semiquinona produce ERO. por último el radical semiquinona se puede unir 

covalentemente a diferentes biomoléculas. de las cuales cuando se une a las 

membranas provnca li poperoxidación. proceso que también se ori gina POI las 

ERO ya inducidas. produciendo radicales epóxidos. hidroperóx idos. alcóxidos y 

perox il os lipíd icos. todos ellos con capacidad genotóxica y citotóx ica (67.68) . 

• Sin una semiquinona intermediaria la DAU por ser una hi droxiantraquinona. 

tiene alta afinidad por el FeJ
+ formando el complejo de coordinación DAU

Fe( III ). el cual al reducirse y en presencia de oxígeno form a las ERO (39). 

• La DAU al intercalarse en el ADN pe,. se causa genotoxicidad. pero se sabe que 

la ox idación de las antracic linas puede llevarse a cabo en el citoplasma. el 

retículo endop lásmico. la mitocondria y particularmente en el núcleo por ésta 

unión al ADN con lo que la (JA U puede ser ac tivada en él (38). 

La dosis de DAU que se utili zó en este ensayo fue de I mg/kg de peso. se 

obtuvieron resultados sati sfac tori os (6.9 le H por metafase). los cuales están de ac uerdo a 

los datos referentes a la gcno to:\ icidad del compuesto. Con un estudio sil11ilar c\ aluaron el 

efecto de la DAU en la l11i sma dos is en ensayo cometa (56). y demostraro n que es un 

compuesto genotóx ico. El ensayo cometa evalúa la genotox icidad de los xenobióticos a 

través de las rupturas de las cadenas de ADN . Por otro lado. Martino y cols. (62). 

determinaron la genotox icidad de la DAU en una dosis de 2.5 mg/ kg de peso. con e l 

ensayo de mi cronúcleos. obteniendo una inducc ión favorable de éstos. lo cua l es 

congruente con nuestros resultados. debido a que los ICI-I es una prueba más sensib le que 

49 



los mi cronúcleos. y por lo tanto para un micronúcleo es necesa ri o una dosis mas alta quc 

para producir ICH. 

En la evaluac ión del efecto citotóxico la dosis utili zada de DA U en este 

experimento no fue sufi ciente para observar tal efecto. como se observó en los resultados: 

el grupo tratado con DALJ presentó diferencia estadísticamente significati va con el TN en el 

1M. es dec ir. la DA U en dos is de I mg/kg inhibió la cantidad de meta fase observadas. 

Sin embargo. al evaluar la cpe y el TPG la DAU produj o un retraso en el tiempo 

que se lleva acabo un ce lul ar. El echo de que la DAU no afectó el 1M. pero sí el TPG 

sugiere que la DAU en la dosis admini strada (1 mg/kg) resu ltó ser insuficiente para 

producir en 24 horas un efecto citostático visible mediante el número de célul as en división 

de la méd ula ósea. no obstante éste efecto se empezó a dar. ya que el tiempo que están 

tardando las cé lulas en completar el ciclo celular es mayor. es dec ir. les está cost;> ndo 

mayor es fuerzo a las célul as de la médul a ósea completar su proceso mitótico. pero la 

inducc ión de división de éstas sigue manteni éndose constan te. 

Efec to genotóx ico y c itotóx ico del jugo de toronja 

Las dosis utilizadas del .IT fueron de 4.1. 20. 8 y 4 1.6 pl ./g de peso. lo que equi va le 

respecti vamente a l. 5 y 10 vasos de JT consumido por un individuo de 60 kg. ahora bien. 

para este ensayo sólo se utili zó la dosis más alta (4 1.6 mLlg) para observar la posiblc 

citotox icidad. así como la posible inducc ión de ICH que pudiera presentar. es decir la 

genotox icidad. ya que en estudios previos se ha comprobado que el .lT a las dosis utili z'1das 

para este ensayo carece de dichos efectos (64.65). De esta forma se comprobó nuevamente 

la condi ción inocua del .l T cn un estudi o agudo. 

Por otra parte. el hecho de que el JT en la dosis más alta no presentó efecto 

genotóx ico ni citotóx ico en este ensayo es muy favorable. ya que algunos compuestos que 

han mostrado una alta capacidad genoprotec tora en dosi s bajas. pero a dosis elevadas. se 

observa el efecto contrario. es decir. se presenta genotox icidad. por ejemplo. la vitamina C 

induce la formac ión de ICH in vi/ro e in viro y modifica la proliferación celul ar (69: 70): el 
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ác ido nordihid roguayareti co incrementa li geramente los ICH (54). Oavonoides como la 

quercetina. d kaemfero l y la geni steina funcionan como vcnenos para la topoisomerasa 11. 

actúan como agentes clastógcnos y favorecen la recombinación cromsómica (7 1). ó efectos 

cito tóx icos como los prod ucidos por la ac tivac ión de la via dc las caspasas. lo que lleva a 

las células al proceso de apoptos is (72). 

Sin embargo aunque a la naringina (Oavonoide mayoritario en la toronj a). no se le 

han encontrado efectos genotóx icos o citotóx icos en ensayos agudos en altas dos is (22. 63). 

conviene señalar que algunos compuestos contenidos en el JT si lo presentan. tal es el caso 

de la vitamina C. sin embargo. una explicac ión para nuestros resultados. donde no se 

observó que el .JT produjera genotox icidad en la dosis de 41 .6 ~l Llg . es que la concentración 

de vitamina e no alcanza el umbral requerido para producir genotox icidad o citútox icidad. 

en el ensayo agudo: y por otro ladll. seria conveniente eva luar este fac tor en in vestigaciones 

futuras de tipo subcrónico o cróni co. para evaluar los efectos del JT en estudios a med iano 

o largo plazo. 

Efec to antigenotóx ico y anticitotóx ico del jugo de toronja 

El efecto anti genotóx ico del .JT cont ra la inducc ión de ICH en méd ula ósea 

producida por la DAU en este ensayo. como se puede observar en los resultados 

ex perimentales. es muy evidente. ya que en las tres dosis probadas se obti enc una 

protección elevada: ex plícitamente con la dosis de 4.1 ~l Llkg di sminuyó en 77.87 (~I la 

frecuencia de ICH producidos por la DAU. en la dosis de 20.8 J.l Llg la inhi bición fue de 

80.64 % y en la dosis de 4 1.6 J.l Llkg. el .IT reduj o en un 82.73 % la genotox icidad de la 

antraciclina. 

En términos prácti cos se puede dec ir que la protección fue la mi sma para las tres 

dosis. o sea. se obtuvo la mi sma protección con la dosi s más baja utili zada (equi va lente a 1 

vaso de jugo) as í como con la dosis más alta utili zada (equivalente a 10 vasos de jugo). lo 

que resulta ser muy conveniente en agentes quimioprotectores. ya que por un lado se evita 

llegar a dos is en donde per se. se obtengan efectos no deseados : y por otro. se obtenga una 
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huena protección medi ante una ingesta fácil de adquirir por costos y di sponibilidad: u otra 

opción es en el tratami ento de l cáncer con quimioterapias y radiac iones en donde los 

pacientes sometidos a dichos tratamientos cuando se les admilii stran anti ox idantes aparte de 

soportar mejor la terapia. perder menos peso y en general tener mejor cal idad de vida: han 

demostrado tener un efecto sinérgico con el tratami ento. salvo en algunos casos específicos 

(73), 

Se han evaluado otros ant imutúgenos constituidos de varios compuestos que 

presentan ac ti vidad anti genotúxiGI. tal es el caso del té verde. que conti ene vanas 

sustancias con di cha ac ti vidad . dent ro de los cuales se encuentran sus navonoidcs: la (-)

epi galocatequina. la (-)-epi galocatequina-3-gal ato y la (- )-epicatequina galato, Sin embargo 

el efecto anti genotóxico de los tés es mayor al de sus Ilavonoides evaluados por separado. 

lo cual ha sugerido que ex iste sinergismo entre estos compuestos y probablemente otras 

sustancias para incrementar la antimutagénesis del té (74), En este sentido es probable que 

en nuestro experimento se haya presentado un sinergismo entre los componentes del .I T 

para obtener una genoprotección del 80.41 % en promedio, 

Al comparar el porcentaje de inhibición obtenido con otros antimutágenos en 

ex perimentos similares al nuestro. por ejemplo. el del aee itc esencial de manzanill a contra 

la DAU (57). la vitamina e contra la mitomicina e (6 1). se observa que el porcentaje de 

inhibición promedio para .JT en este estudio. (80.4 1 %). es mayor que el del aceite esencial 

de manzanill a o la vitamina ( '. y si bien la inducc ión de le ll en esos mode los fue mayor al 

inducido por ambos mutágenos. es di fe rente la canti dad de antimutágeno utili zado para 

alcanzar la protección. la cual fue mucho menor en el caso del .lT. que con la vitamina e o 

el aceite esencial. lo anterior sugiere que el .I T posee una mayor capacidad anti genotóx ica. 

en comparac ión con el ace ite esencial de manzanilla y la vitamina C: prohablementc este 

efecto puede deberse a un sinergismo de los componentes anti ox idantes de l .I T. y pu lo 

tanto éste sea más efecti vo al antagoni zar a los RL producidos por agcntes como la i)¡\ l J, 

Por otro lado. no se puede atribuir todo el efecto antimutagénico del .I T a su 

capacidad anti ox idante. ya que la D¡\lJ ti ene otros mecani smos de acción independientes 
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de la producc iún dc R l .. aunque se considera quc es su principal mecani smo dc 

cito tox icidad. La DAU también presenta la capacidad de interca larse al ADN. y r or ende 

puede prod ucir errores en la replicación o bien otras alterac iones como los ICI-1. as imismo. 

puede ac tuar como agente alquil ante generando la C7 metil -q uinona: en los meca ni smos 

mencionados. es posi bl e que el JT reduzca el daño al ADN porque se ha demostrado que 

algunos agentes con capac idad anti ox idante la genotoxicidad provocada indirectamente por 

mutágenos directos. La explicac ión para tales efectos no ha sido demostrada por comp;eto. 

no obstante. se ha sugerido que los antiox idantes inducen la producción de las enzimas de 

fase 11 invo lucradas en la desintox icac ión de los organismos, o bien que inhi ban a las 

enzimas de fase 1. que se encargan de la acti vación o desactivación. según sea el caso de los 

mutágenos (75) . En el caso particular de la DAU si se induce o hace que funcionen más 

efi cientemenete a las enzimas de la fase 11 por el JT se puede incrementar la detox i ficac ión 

de l compuesto en las células. t:n donde al eliminarl o de manera más eticiente. el ti empo de 

acción de l agente genotóxico se ve disminuido. evitando en cierto grado la intercalación y/o 

alquil ación (76). contribuyendo este proceso. a su vez con la fo rmación de RL. 

Otra hi pótesis. es que los antiox idantes pueden interac tuar direc tamente col' las 

especies electrofí licas interceptando a los agentes alquilantt:s. de manera similar a lo que 

oc urre con los RL. En genera l los anti ox idantes poseen una alta densidad electrónica y esto 

les confi ere la capacidad para ac tuar como trampas para agentes electrófi los. en donde la 

alquilac ión se lleva a cabo sobre ellos y no sobre el material genético. impidiendo así la 

acc ión genotóx ica de los compuestos (77). 

Con respecto al efecto anti citotóx ico del .IT sólo se pudo evaluar con el tiempo 

promedio de generac ión (TPG). ya que la DAU no modi ficó el 1M. Como se puede 

observar en los datos ex periment ales el TI'G ocasionado por el TI' fue mayor quc el de 

todos los demás lotes. siendo estadísticamente significati vo al compararl os con el T . el 

grupo admini strado con JT en la dosis de 4 1.6 ~l Llg. Y los tres grupos admini strados con JT 

en las tres dosis utilizadas más DAU. Esto sugiere de que el JT modificó en la médula ósea 

el retraso en el ciclo celular producido por la DAU. no obstante. ex isten otras pruebas más 

especificas que el TPG para eva luar la citotoxicidad. tal es el caso del la prueba basada en 
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la trans fo rmación de la sa l de tetrazolio MTT (3-(4 .5-dimeti a7.0 I-2- il )-2 .5-bromo 

difeniltiazo li o) que es un colorante amarill o so luble en agua en un producto co lo r púrpura 

(formazan) por la enzima mitocondri al succinato deshidrogenasa. és te es un ensayo de 

microtitulación basado en la capacidad metabólica en donde la transform ación es rea lizada 

só lo por las células vivas y la cantidad de fo rmazan producidu es pruporciunal al número de 

célul as presentes (78); prueba que se podría aplicar en un futuro ya que se ti enen indicios 

de que la citotoxicidad ej ercida por la DAU no es e liminada por compuestos conten id('s en 

el JT. como por ejempl o la naringina (62). 

Por todo lo anterior. este estudio proporciona información acerca de la capac idad 

antigenotóxica y anticitotóxica del .JT al enfrentarlo a un agente productor de RL. sin 

embargo. es necesario rea li zar otros estudios tanto genotóxicos. como de otras áreas de 

investigación. donde se identifiquen los mecanismos mediante los cuales el JT ejerce su 

efecto genoprotector. y confirmar su efecto citoprotectur. para proponerlo como 

antimutágeno a la poblac ión en general. 
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CONCLUSIONES 

La DAU es un agente genotóx ico en la dosis de 1 mg/kg. ya que incrementó 256 % 

la frecuencia de ICH. 

La DA U es un agente citotóxico en la dosis utili zada ya que au mento el TP(j en 

aprox imadamente 2 horas y 20 minutos con respecto al valor basal. 

El .JT es un agente anti genotóx ico en las dos is de 4.1. 20.7 Y 4 1.6 ~l Llk g debido a 

que di sminuyó en un 77.87. 80.64 y 82.73 % respecti vamente. la fi 'ecuenc ia efe le ll 

producidos por DAU. 

El .I T es un agente anticitotóx ico en las dosis mencionadas porque disminuyó el 

TPG producido por la DA U de 12.01 horas a 9.67 horas en promedi o. 
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